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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

ACh: acetilcolina.

CCh: carbacol.

CV: coeficiente de variacion.

CC, VC: fijacion de corriente y voltaje.

DSPc, FSPc: depresion y facilitacion sinaptica
persistente, respectivamente, inducidas por me-
canismos colinérgicos

EPSC: corriente postsinaptica excitadora.
GABA: &cido y (gamma)-aminobutirico.

L,,: corriente transmembrana.

IPSC: corriente postsinaptica inhibidora.
LDT: ndcleo tegmental laterodorsal.

LTS: espiga de Ca®* de bajo umbral.
MAChRSs: receptores muscarinicos de ACh.

Tip: nimero de sitios de liberacion o sitios acti-
VOS.

NAChRs: receptores nicotinicos de ACh.
NM-V: ntcleo motor del V par craneano.

Py1: probabilidad de fallos para el primer IPSC.
PGO: ondas ponto-geniculo-occipitales.

PnC: nucleo pontis caudalis.

PnO: nicleo pontis oralis.

PPD, PPF: depresion y facilitacion por pares de
pulsos.

PPT: nucleo tegmental pedinculo-pontino.

PPR: paired pulse ratio o indice de facilita-
cién/depresion por pares de pulsos.

p.: probabilidad de liberacion.

Pr (¢=0)- Probabilidad de liberacion inicial del
terminal presinaptico.

PRF: formacidn reticulada del puente.

q: tamafio cuantal.
Q;nn: Carga inhibidora.

REM-S: suefio de movimientos oculares rapi-
dos.

R, eficacia sinaptica del primer IPSC
R, resistencia de entrada

R;: eficacia sinaptica del i-ésimo IPSC (i =
1,2...5)

R,: resistencia serie.

rPRF: region rostral de la PRF.
SCP: pedunculo cerebeloso superior.
S-NREM: suefio no-REM.

SNC: sistema nervioso central.

STB: short term biphasic plasticity o perfil bifa-
sico de plasticidad de corto plazo.

STD, STF: depresidn y facilitacion por frecuen-
cia.

STP: plasticidad sinéptica de corto plazo

STPe: perfil de plasticidad sinéptica de corto
plazo

STPR: short term plasticity ratio, indice de
plasticidad de corto plazo.

T15 pz. COnstante de tiempo del curso temporal
de la eficacia sinaptica.

V,,: potencial de mantenimiento.

V,.: potencial de membrana






RESUMEN

| sector rostral de la formacion reticulada mesopontina (PnO) ha

sido implicado en la generacion de los signos electroencefalogra-

ficos y electromiograficos caracteristicos del suefio de movimien-
tos oculares rapidos (S-REM). Neuronas promotoras de REM del PnO se
hallan bajo control GABAérgico y colinérgico, desconociéndose aln la ma-
yoria de los mecanismos sinapticos implicados en dicho control. Estudios
previos sugieren la co-expresion y co-activacion de receptores colinérgicos
de tipo muscarinico y nicotinico en terminales presinapticas GABAérgicas
que establecen contactos con neuronas del PnO. En respuestas provocadas
por la activacion de estas aferentes con estimulos Gnicos, la aplicacién local
de muscarina en el PnO provoca una reduccion de la eficacia sinaptica, en
tanto que la de nicotina produce el efecto opuesto. Para avanzar en el co-
nocimiento de los mecanismos de control del PnO, se reevalud in vitro el
efecto modulador muscarinico-nicotinico de la eficacia sinéptica de los
contactos sinapticos GABAérgicos sobre neuronas del PnO, utilizando pa-
trones fisioldgicos de activacion presinaptica (activacion repetitiva a 15
Hz). Durante la activacién a 15 Hz se observo cambios transitorios de la
eficacia (plasticidad sinaptica de corto plazo, STP) de los contactos GA-
BAérgicos. Independientemente de la forma preexistente de STP en el
contacto (facilitacion o depresion por frecuencia) la aplicacién local de
muscarina en el PnO provoc6 inhibicién presinaptica acompafiada de fa-
cilitacién por frecuencia, en tanto la de nicotina promovié efectos opues-
tos. En ambos casos se redujo la carga inhibidora transferida al elemento
postsinaptico, sugiriendo asi que, en las condiciones de actividad presinap-
tica referidas, los agonistas colinérgicos muscarina y nicotina podrian ac-
tuar de modo concertado, reduciendo la inhibicion GABAérgica de las neu-
ronas del PnO.






1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

El suefio de movimientos oculares rapidos (S-REM, por rapid eye movements) constituye
un estado comportamental definido por signos electroencefalograficos (EEG) y electromiogréafi-
cos (EMG) caracteristicos, que lo distinguen de los estados de vigilia y suefio lento o no REM (S-
NREM) (Aserinsky and Kleitman, 1953; Jouvet and Michel, 1959). Los nucleos tegmentales la-
terodorsal y pedunculopontino (LDT/PPT) y su proyeccidn sindptica a neuronas pertenecientes a
un sector topograficamente definido de la formacion reticulada mesopontina (PRF, por pontine
reticular formation), integran una red neural criticamente implicada en la organizacion y control
de este estado (Arrigoni et al., 2016; Brown et al., 2012; Jones, 2004; Sakai et al., 2001). Eviden-
cias obtenidas fundamentalmente in vivo indican que el control operativo de dicha red y particu-
larmente de la actividad de neuronas “REM-on” de la PRF (promotoras de los componentes fun-
damentales del S-REM, Fuller et al., 2007), supone una compleja interaccion entre los sistemas
de neurotransmision GABAérgico y colinérgico (Xi et al., 2004; VVazquez and Baghdoyan, 2004;
Maloney et al., 1999; Sanford et al., 2003).

La existencia de fendmenos de modulacion heterosinaptica de entradas GABAérgicas a
neuronas REM-on de la PRF como eventual sustrato de la interaccion colinérgica-GABAérgica
en esta region no ha sido explorada en detalle. No obstante, estudios in vitro desarrollados pre-
viamente por nuestro grupo revelaron la existencia de mecanismos de modulacion colinérgica de
la eficacia de entradas sinapticas GABAEérgicas a neuronas del nacleo pontis oralis de la PRF
(PnO), sugiriendo asimismo la co-expresion y co-activacion de receptores colinérgicos de tipo
muscarinico (MAChRs) y nicotinico (NAChRs) en las terminales presinapticas de dichos contac-
tos. En respuestas postsinapticas provocadas por la activacion de aferentes GABAérgicas con
estimulos Unicos, los efectos moduladores colinérgicos resultantes de la activacion de mAChRs
consistieron en una reduccion de la eficacia sinaptica de los contactos, mientras que la activacion
de nAChRs tuvo el efecto opuesto (Kunizawa, 2016).

Ahora bien, el significado funcional de un mecanismo de modulacién colinérgica dual me-
diado por efectos antagonicos de mAChRs y nAChRs sobre la eficacia sinaptica, no resulta evi-
dente al analizar respuestas postsinapticas a estimulos Unicos. En el presente trabajo se reevalué
in vitro el efecto modulador colinérgico empleando patrones fisiolégicos de activacion presinap-
tica (activacion repetitiva de las aferentes GABAérgicas con trenes de 15 Hz). La eficacia de los
contactos GABAérgicos mostrd cambios transitorios durante la activacion por trenes, compatibles
con la expresion de fendémenos de plasticidad sindptica de corto plazo (STP, por short term plas-
ticity) (Fortune and Rose, 2000; Zucker, 1989; Zucker and Regehr, 2002); estos incluyeron tanto
la facilitacion (STF) como la depresion (STD) por frecuencia. Los resultados aportados por esta

Tesis muestran que independientemente de la forma preexistente de STP en el contacto, la



activacion de mAChRs resulta en una inhibicion presinaptica acompafiada de STF, en tanto la de
nAChRs promueve los efectos contrarios. En ambos casos tiene lugar una reduccion de la carga
inhibidora transferida® a la neurona postsinaptica, sugiriendo asi que, en condiciones fisioldgicas,
los efectos resultantes de la activacion de los mAChRs y nAChRs podrian reducir concertada y
cooperativamente la inhibicién GABAérgica de las neuronas del PnO. Estos efectos podrian even-
tualmente dar cuenta de la existencia de mecanismos locales de control de la transmision GA-
BAGérgica en el PnO, implicados en la supresion de la entrada GABAérgica tonica a neuronas de
esta region (“gating ”) durante el S-REM (Xi et al. 2004).

1.1. ANTECEDENTES GENERALES

1.1.1. LA FORMACION RETICULADA MESOPONTINA CONTIENE AL AREA
EJECUTIVA PARA LA GENERACION DEL S-REM

Los componentes fundamentales o signos cardinales del S-REM incluyen la ocurrencia
perioddica de movimientos oculares rapidos y la activacion cortical (desincronizacién del EEG con
actividad de alta frecuencia y baja amplitud), ritmo theta hipocampal (4-9 Hz) y ondas ponto-
geniculo-occipitales (PGO) vinculadas a los movimientos sacédicos. Estos se presentan paradd-
jicamente asociados con la atonia muscular esquelética (excluyendo la de la musculatura ocular
extrinseca), por lo que el S-REM es también denominado suefio paraddjico (PS, por paradoxical
sleep) (Pace-Schott and Hobson, 2002; Brown et al., 2012; Jones, 2004; Scammell et al., 2017).

Experimentos consistentes en la transeccion completa del tronco encefalico del gato a di-
versos niveles (e.g., puente rostral, cuerpos trapezoides, mesencéfalo rostral, etc.) (Jouvet, 1960;
1962; 1965), o la lesién electrolitica (Carli and Zanchetti, 1965) o quimica (Webster and Jones,
1988) de sectores restringidos del tronco encefalico, permitieron establecer que la PRF contiene
al area ejecutiva para la generacidn de los signos cardinales del S-REM (McCarley, 2007; Jones,
2004; Siegel, 1995; Torterolo et al., 2009). Esta region ha sido asimismo referida por otros autores
como “conmutador principal” o “conexion nodal” (traduccion de “nodal link”) para la genera-
cion, organizacion y mantenimiento del S-REM (Reinoso-Suarez et al., 2001).

Aun cuando el sitio especifico de la PRF correspondiente al &rea ejecutiva permanece
como objeto de debate, existe consenso en que la region dorsal de los nicleos pontis oralis y
caudalis (PnO y PnC, respectivamente, segin Paxinos y Watson, 1998), pertenecientes al sector
rostral de la PRF (rPRF), y localizados ventral y medialmente al locus coeruleus (LC) y en posi-

cién dorso-medial al nicleo motor del V par craneano (NM-V), contiene poblaciones neuronales

1 La carga inhibidora tranferida (medida en pA.ms) constituye una medida de la cantidad total de carga eléctrica que
atraviesa la membrana postsinaptica, como resultado de un evento sinaptico; constituye asimismo una medida de la
cantidad total de neurotransmisor liberado en dicho evento. Ver Morgan, N. H., Stanford, I. M., & Woodhall, G. L. (2009).
Functional CB2 type cannabinoid receptors at CNS synapses. Neuropharmacology, 57(4), 356-368.



responsables de la generacion de la atonia muscular, las ondas PGO y la activacion cortical
(Krenzer et al., 2011; Luppi et al., 2012, 2011; Scammell et al., 2017) 2. Experimentos de depri-
vacion de S-REM en los que se combind el marcaje inmunohistoquimico de c-Fos con la hibri-
dacion in situ para vGLUT?2 (vesicular glutamate transporter 2) permitieron postular que neuro-
nas glutamatérgicas del PnO son primariamente “REM-on” (i.e., presentan frecuencias maximas
de activacidon durante la ocurrencia de S-REM) (Clément et al., 2011). En roedores, la rPRF con-
tiene dos poblaciones de neuronas glutamatérgicas funcionalmente segregadas. Una de estas pro-
yecta rostralmente al nlcleo intralaminar del talamo, al hipotadlamo posterior y al prosencéfalo
basal, y se halla implicada en la generacion de la activacién cortico-hipocampal y la desincroni-
zacion cortical caracteristicas del S-REM; la otra lo hace caudalmente sobre diversas poblaciones
neuronales de los nucleos gigantocelular ventral y alfa, paragigantocelular lateral y al raphe mag-
nus, y se vincula a la generacién de la atonia muscular (Boissard et al., 2002; Hériceé et al., 2018;
Jones, 1991; Sanford et al., 2001; Krenzer et al., 2011; Peever y Fuller, 2017).

1.1.2. INTERACCION COLINERGICA-GABAérgica EN LA rPRF

La induccion de S-REM por aplicacion en el PnO de colinomiméticos como carbacol
(CCh) o acetilcolina (ACh) ha constituido un importante modelo farmacolégico de S-REM
(Baghdoyan, 1997; Baghdoyan et al., 1984; Capece et al., 1997; George et al., 1964; Greene et
al., 1989; Jones, 2004; Shiromani y Fishbein, 1986; Steriade et al., 1990; Vanni-Mercier et al.,
1989). Los efectos colinérgicos promotores de S-REM en la rPRF son en general atribuidos a los
mediados por mAChRs (principalmente de tipo M.y My) distribuidos a lo largo del eje rostro-
caudal de la PRF (Baghdoyan, 1997; Baghdoyan et al., 1994), asignandose menor relevancia a
los resultantes de la activacion de nAChRs (para revision ver McCarley, 2007). Particularmente,
la inervacion colinérgica del PnO originada en los ndcleos tegmentales pedinculopontino y late-
rodorsal (LDT/PPT) ha sido considerada como un elemento central en la generacion y control del
S-REM (Hobson et al., 1975; McCarley, 2004; McCarley y Hobson, 1975; Mitani et al., 1988;
Semba et al., 1990; Shiromani et al., 1988). El papel de ACh como promotor del S-REM en la

2 La localizacién precisa y denominacion especifica del area ejecutiva para la generacion de los componentes cardinales
del S-REM perteneciente a la PRF es aln objeto de debate entre diversos grupos de investigacion, variando segun la
especie seleccionada y el atlas estereotaxico utilizado. Ciertos autores refieren a este sector como subcoeruleus (SubC),
conteniendo diversas regiones implicadas en el control del S-REM (periLC-alfa, area parabraquial, etc.). Segun otros,
estos sectores estarian bajo el control de un area mas rostral, correspondiente al sector ventral del nacleo reticularis
pontis oralis, VRPO. Finalmente, otros autores indican que las poblaciones neuronales particularmente implicadas en la
generacion de la atonia muscular del S-REM se localizarian en el sector rostral del SubC y ventralmente al agrupamiento
colinérgico del LDT/PPT, denominando a esta region como area sublaterodorsal (SLD), equivalente al peri-LCa. En esta
tesis se ha adoptado la denominacién de PnO (Paxinos and Watson, 1998) para hacer referencia al sector rostral de la
PRF correspondiente al sector ejecutivo para el S-REM,; el sector dorsal de este nlcleo corresponderia asi al SLD. A lo
largo del presente trabajo, se hara referencia de modo indistinto al sector rostral de la PRF (rPRF), al PnO y a la formacion
reticulada de la unién mesopontina.



rPRF es actualmente objeto de revision, proponiéndose en cambio su efecto como modulador o
de caracter permisivo para la generacion de este estado (Boissard et al., 2002; Bourgin et al., 1995;
Gnadt and Pegram, 1986; Lopez-Rodriguez et al., 1994; Velazquez-Moctezuma et al., 1989).

Trabajos mas recientes jerarquizan el rol de la neurotransmision mediada por &cido gamma-
aminobutirico (GABA) en el control del S-REM. Segun diversos modelos, neuronas GABAérgi-
cas pertenecientes a sectores del tronco encefalico (dentro de los que se incluye al LDT/PPT),
desempefian un rol central en la organizacion de este estado (Boissard et al., 2003, 2002; Grace
et al., 2014; Kroeger et al., 2016; Lu et al., 2006; Luppi et al., 2012, 2011, 2007; Peever and
Fuller, 2017; Sapin et al., 2009; Scammell et al., 2017; Torterolo et al., 2001; Weber et al., 2018).
Especificamente, Xi et al. (2004) propusieron que neuronas REM-on del PnO podrian estar bajo
una inhibicion tdnica GABAérgica durante los estados de vigilia y S-NREM. La aplicacion uni-
lateral de los antagonistas del receptor GABAAa bicuculina (BIC) o gabazina en el PnO del gato
promueve la irrupcion de episodios de S-REM de larga duracién, mientras que la aplicacion de
muscimol (agonista del receptor GABAA) promueve la irrupcion de un estado indistinguible de la
vigilia (Xi et al., 2001, 1999). Resultados similares fueron obtenidos en la rata por Marks et al.,
(2008), Pollock and Mistlberger (2003), y Sanford et al., (2003).

Los trabajos mencionados sefialan que la actividad de neuronas REM-on pertenecientes a
la rPRF se halla sujeta a un control dependiente de mecanismos colinérgicos y GABAérgicos; la
inervacion GABAGérgica y particularmente su interaccion con la transmision colinérgica en la
rPRF emergen como elementos criticos para el control del S-REM, tal como indican las siguientes
evidencias:

(1) Mientras que la microinyeccién de CCh en el PnO del gato provoca la ocurrencia de S-
REM, este efecto no tiene lugar si su aplicacion se realiza luego de una preinyeccion del agonista
muscimol para receptores GABAA en el mismo sitio (Xi et al., 2004). Por el contrario, la prein-
yeccion del antagonista colinérgico escopolamina no tiene efectos sobre la induccién de S-REM
provocada por la inyeccién de BIC en esta region. De acuerdo con estos resultados, la accion
colinérgica promotora del S-REM sobre neuronas REM-on del PnO se hallaria sujeta a un “ga-
ting” dependiente de la actividad tonica de entradas GABAérgicas sobre estas neuronas, capaz de
prevenir la ocurrencia de S-REM inducida por ACh y promover, en cambio, la ocurrencia de
vigiliao S-NREM (Fig. 1A). La remocién de esta inhibicion (i.e., la reduccion del tono GABAér-
gico) seria necesaria para la generacion de los componentes cardinales del S-REM, dependiente
de la excitacion colinérgica de neuronas REM-on del PnO (véase también Maloney et al., 1999;
Sanford et al., 2003).

(2) La aplicacion de BIC en la PRF de gatos tiene como consecuencia un incremento dosis-
dependiente de los niveles enddgenos de ACh detectados por microdidlisis. Asimismo, la coad-
ministracion de muscimol + BIC es capaz de prevenir este efecto. Finalmente, la aplicacion de

BIC en la PRF durante el S-REM en animales no anestesiados provoca un incremento en los
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niveles locales de ACh. GABA podria ejercer un efecto modulador consistente en: (i) la inhibicion
presinaptica de las terminales colinérgicas de proyecciones descendentes del LDT/PPT sobre la
PRF o (ii) lainhibicion de neuronas de la PRF que proyectan sobre el LDT/PPT y tienen un efecto
postsinaptico excitador sobre neuronas colinérgicas de estos agregados, las que finalmente pro-
yectan sobre la rPRF (Fig. 1B) (Flint et al., 2010; VVazquez and Baghdoyan, 2004).

(3) La demostracion de la presencia de varicosidades colinérgicas en el PnO y de la co-
localizacion de la proteina de transporte vesicular de acetilcolina (VAChT) con la subunidad y2
del receptor GABAA (Fig. 1C), aportando evidencias en favor de un control presinéptico directo
de GABA sobre la liberacion de ACh en esta region (Liang and Marks, 2014).

(4) La microinyeccion de atropina (antagonista del receptor muscarinico de ACh) en la
rPRF previene la induccién de S-REM provocada por la microinyeccion de antagonistas GA-
BAérgicos (BIC, GBZ) en esa region (Marks et al., 2008).

(5) Los niveles de GABA en la rPRF presentan variaciones asociadas al estado comporta-
mental, con valores méximos durante la vigilia y el S-NREM (ver Fig. 1D y Vanini et al., 2011);
reciprocamente, los niveles de ACh en la PRF son méaximos durante el S-REM (Fig. 1D) (Leonard
and Lydic, 1997). Asimismo, los niveles de GABA en la rPRF se reducen significativamente
respecto a la vigilia y al S-NREM durante la induccién de un estado similar al S-REM provocado
por la inyeccion de antagonistas de la enzima acetilcolinesterasa en la rPRF contralateral (Fig.
1D) (Vanini et al., 2011).

La presencia de varicosidades presinapticas colinérgicas en el PnO mencionada en (3)
sugiere la existencia de una modalidad de transmisién colinérgica no sinaptica (o de volumen) en
esta region (Bennett et al., 2012; Lendvai and Vizi, 2008; Yamasaki et al., 2010). La ACh liberada
desde estas terminales podria tener efectos moduladores locales en la rPRF (pre o postsinapticos),
mediados tanto por mAChRs (Brown, 2010) como por nAChRs (Dani and Bertrand, 2007; Mans-
velder et al., 2009; Marchi and Grilli, 2010). En linea con ello, diversos trabajos proponen un rol
primariamente modulador para la transmision colinérgica en diversos circuitos del SNC (ver Pic-
ciotto et al., 2012; Dannenberg et al., 2017), habiéndose postulado especificamente que la modu-
lacion colinérgica de los circuitos neurales implicados en la generacion del S-REM constituye un
elemento clave en el control de este estado (Saper and Fuller, 2017). Pese a ello, la modulacién
colinérgica de entradas sinapticas a la rPRF ha sido escasamente explorada. En tal sentido, un
acotado numero de trabajos tales como los de Heister et. al. (2009) y de Weng et. al. (2014)
analizan in vitro los efectos de la aplicacion de agonistas colinérgicos sobre la transmision sinap-
tica glutamatérgica y GABAérgica en la PRF. EI primero de ellos pone de manifiesto que CCh
produce una inhibicion presinaptica de la transmision glutamatérgica sin afectar mayormente a la
transmision GABAZérgica; el segundo muestra que CCh provoca una facilitacion presinéptica de

la transmisién glutamatérgica. Estos trabajos fueron no obstante llevados a cabo en sectores
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diferentes de la FRP; en ninguno de ellos se determind asimismo el origen de las aferentes GA-
BAérgicas o glutamatérgicas implicadas.

La modulacion de la transmisién sinaptica mediada por receptores para ACh localizados
en terminales presinépticas no colinérgicas se define como modulacion heterosinaptica (Bailey
etal., 2000; Getting, 1989). Fendmenos de modulacidn heterosinaptica de entradas GABAérgicas
a neuronas del PnO podrian explicar, por ejemplo, que la reduccion de los niveles locales de
GABA en la rPRF durante el S-REM se acomparien de un incremento en los de ACh, segin lo
expuesto en (5). Asimismo, la modulacidn colinérgica de entradas GABAérgicas al PnO podria
estar implicada en la supresion del tono GABAérgico durante el S-REM propuesto en (1).

La existencia de mecanismos de modulacion heterosinaptica de entradas GABAérgicas a
la rPRF podria asi constituir una pieza de evidencia clave para la comprension de los mecanismos
implicados en el control colinérgico/ GABAérgico del S-REM. Su estudio debe restringirse no
obstante a una poblacion identificable de entradas GABAGérgicas sujetas a modulacion. Asi-
mismao, en virtud de la proximidad entre las estructuras promotoras y supresoras del S-REM del
tronco enceféalico en roedores, el estudio de los mecanismos de modulacién colinérgica de entra-
das GABAEérgicas a la PRF en estas especies debe llevarse a cabo en sectores acotados de dicha
region, restringiendo consecuentemente el sitio de accion de los colinomiméticos ensayados. La
preparacion in vitro de la unién mesopontina desarrollada en nuestro Laboratorio y considerada

en la siguiente seccion satisface estos requerimientos.

>>

Fig.1. Mecanismos de interaccion colinérgica-GABAérgica en la rPRF. (A). El control colinérgico de
neuronas REM-on del PnO esté sujeto a un gating GABAérgico (Xi et al., 2004). La inhibicion tonica
GABAérgica de estas neuronas (arriba) previene su activacién por ACh durante la vigilia y el S-NREM
(1). Durante la reduccion o supresion de esta inhibicion ténica (abajo), ACh promueve la activacién de
estas neuronas, determinando la ocurrencia de S-REM (2). (B). Arriba: entradas GABAérgicas inhiben a
nivel presinaptico las terminales colinérgicas procedentes del LDT/PPT (mediante la activacion de recep-
tores GABA,), reduciendo los niveles locales de ACh durante la vigilia y el S-NREM (1). Los efectos
podrian igualmente depender de una accion inhibidora GABAérgica sobre neuronas de la rPRF que pro-
yectan sobre las colinérgicas del LDT/PPT y cuya accion postsinaptica es excitadora. La reduccién de la
actividad GABAérgica (abajo) resultaria tanto en una facilitacion presinaptica de las terminales colinérgi-
cas como en una desinhibicidn de las neuronas excitadoras de la rPRF durante el S-REM (2), incrementando
los niveles locales de ACh durante el S-REM. En Ay B se indican algunos de los componentes del S-REM
de los que depende la activacién de las poblaciones REM-on del PnO. (C). Evidencias inmunohistoguimi-
cas sefialan la existencia de varicosidades colinérgicas en el PnO que expresan receptores GABA,, sugi-
riendo el control presinaptico de la liberacion de ACh por GABA. (D). El grafico de barras muestra los
niveles promedio = S.E.M de GABA (pmol/10ml, eje de ordenadas a la izquierda) en la PRF determinados
por microdidlisis durante los estados de vigilia, suefio N-REM y S-REM, asi como durante el S-REM pro-
vocado por la aplicacién de neostigmina (REMNe) en la misma localizacion. Los simbolos # y * indican
diferencias significativas respecto de la vigilia y del suefio NREM, respectivamente. Se superpone al gra-
fico los niveles de GABA (o) y ACh (m) expresados como porcentaje de los correspondientes a la vigilia
(eje de ordenadas a la derecha). D, Modificado de Vanini et al., 2011.
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1.2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

1.2.1. PREPARACION IN VITRO DE LA UNION MESOPONTINA PARA EL
ANALISIS DE LA MODULACION COLINERGICA DE ENTRADAS GABAérgicas
AL PnO

Los nacleos tegmentales LDT y PPT previamente mencionados se presentan como agrega-
dos heterogéneos de neuronas colinérgicas (pertenecientes a los grupos Ch5 y Ch6), GABAérgi-
cas y glutamatérgicas. Estos agregados neuronales y sus proyecciones sinapticas descendentes a
la rPRF integran una red neural ponto-mesencefalica criticamente implicada en la organizacion
y control del S-REM vy la vigilia (Fig.2, izquierda) (Boucetta et al., 2014; Boucetta and Jones,
2009; Cornwall et al., 1990; Ford et al., 1995; Kroeger et al., 2016; Maloney et al., 1999; Scam-
mell et al., 2017; Semba et al., 1990; Steriade et al., 1990; Torterolo et al., 2001; Wang and Mo-
rales, 2009).

Previamente nuestro grupo ha desarrollado y caracterizado una preparacion in vitro de la
unién mesopontina del tronco encefélico de la rata (cepa Wistar, P7-P14), consistente en una
rodaja de ~350 um y que contiene al sector rostral de la PRF consignado como PnO en su porcion
mas caudal (Paxinos and Watson, 1998), al pedunculo cerebeloso superior (SCP), al sector méas
rostral del nacleo motor del trigémino (NM-V), y a los nlcleos tegmentales LDT/PPT, situados
en la vecindad del polo medial del SCP (ver Fig. 3). Evidencias electrofisioldgicas y farmacolo-
gicas permiten sostener que la red neural ponto-mesencefalica integrada por el LDT/PPT vy el
PnO se halla estructural y funcionalmente preservada en la rodaja (ver Kunizawa 2016; Pino et
al., 2017 y Materiales y Métodos para detalles). Esta preparacion ha permitido: (i) analizar res-
puestas postsinapticas GABAérgicas en neuronas del PnO; (ii) seleccionar de manera precisa y
reproducible el sitio de estimulacion de las aferentes GABAérgicas (LDT/PPT); (iii) reclutar una
poblacion relativamente homogénea de aferentes, comparable entre experimentos; (iv) avanzar en
el estudio de los fendmenos de modulacion colinérgica de entradas GABAérgicas al PnO (ver
siguiente seccion).

En la rodaja mesopontina, la aplicacion de estimulos eléctricos Unicos (o pares) al
LDT/PPT provoca corrientes postsinapticas excitadoras glutamatérgicas (EPSCs, por excitatory
y post-synaptic current) e IPSCs GABAérgicas (por inhybitory post-synaptic current) en neuronas
del PnO. La accidn inhibidora de GABA en estas neuronas se confirmo mediante un disefio ex-
perimental consistente en el registro en condiciones de “cell attached” de neuronas del PnO y la
aplicacion yuxtacelular de GABA (1 mM) o muscimol (100 uM). En la Tabla 1 se presentan
algunos de los pardmetros caracteristicos de los IPSCs aislados farmacoldgicamente (perfusion
con acido quinurénico 5 mM), agrupados de acuerdo a si estos proceden del registro de neuronas

LTS (por low threshold spike, i.e, que presentan espiga de Ca®* de bajo umbral) 0 no-LTS,
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fenotipos electrofisioldgicos de las neuronas del PnO descritos por otros autores (Gerber et al.,
1989; Ito et al., 2002; Nufez et al., 2002, 1997). Los contactos GABAérgicos activados por la
estimulacién del LDT/PPT son monosinapticos (ver criterios presuntivos en Materiales y Méto-
dos de esta Tesis), e involucran exclusivamente receptores GABAA. En estos no participan recep-
tores GABAG, careciendo asimismo de supresion de la inhibicion inducida por despolarizacion o

DSI (por “Depolarization-Induced Suppression of Inhibition™).

Parametro LTS No-LTS
Amplitud de pico del IPSC 72.8+10.9 73.8+20.9
(PA)
Latencia al pie del IPSC (ms) 89+04 106 £0.7
Ton (MS) 21+0.2 18+0.2
Toff (MS) 244+£19 242+25
PPR1s0 1.36+0.1 1.22 £0.08

Tabla 1. Principales caracteristicas de los contactos sinapticos GABAérgicos activados por esti-
mulacion del LDT-PPT segun el fenotipo electrofisiologico (LTS y No-LTS) de las neuronas del
PnO registradas. ton Y Tofr: COnstantes de tiempo de ascenso y de relajacion de los IPSCs respectiva-
mente; PPR: razén de las amplitudes medias del segundo IPSC (R>) y el primero (R1) provocadas por
un par de estimulos aplicados al LDT-PPT (intervalo de 150 ms). Tomada de Kunizawa, 2016.

1.2.2. MODULACION HETEROSINAPTICA DE LOS CONTACTOS GABAérgicos
EN EL PnO

In vitro, la aplicacion yuxtacelular por presion de CCh (agonista colinérgico muscarinico-
nicotinico, 1 mM) en el PnO result6 en una reduccion de la amplitud media del primer IPSC
(provocado por la estimulacion del LDT/PPT con pares de pulsos) en un 60% de las neuronas
registradas; en el 40% restante CCh provoco el efecto opuesto. La aplicacion de ACh mostro
resultados similares. El curso temporal de las modificaciones de la eficacia sinaptica provocadas
por estos colinomiméticos (duracion 20-40 minutos) permitié su catalogacion como fenémenos
de depresion o facilitacion sinéptica persistente (DSP. 0 FSP¢, respectivamente; el subindice “c”
es indicativo del mecanismo de induccion colinérgica). En todos los casos, las modificaciones de
la eficacia sinaptica provocadas por CCh o ACh estuvieron asociadas a una modificacion del
PPRuso (por “paired pulse ratio ), razon de las amplitudes medias de la segunda respuesta pos-
tsinaptica (R2) y la primera (R1), provocadas por un par de estimulos idénticos a un intervalo dado
(i.e.: PPR = R, /R;); el subindice “150” indica el intervalo interestimulo seleccionado (en ms).
Los cambios del PPR asociados a una modificacion de la eficacia sinaptica son indicativos del
origen presinéptico de dicha modificacion. Especificamente, los incrementos o reducciones del

PPR estan asociados a la reduccién o al incremento, respectivamente, de la probabilidad de
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liberacion de neurotransmisor (p,.) (Bekkers and Stevens, 1990; Davies et al., 1990; Debanne et
al., 1996; Dobrunz and Stevens, 1997; Hess et al., 1987; Manabe et al., 1993; Metherate and Ashe,
1994; Schulz et al., 1994; Zucker, 1989, 1973). No obstante, mientras que el incremento del
PPR1so tuvo lugar en el 40 % de los casos en los que CCh provocd DSP, en el restante 60 % de
estos se evidencid una reduccion de dicho indice. Por otro lado, mientras que el PPR1s se redujo
en el 65 % de los casos en los que CCh provocé una FSP, en el restante 35 % se verificd un
incremento de este indice.

El anélisis farmacoldgico realizado mediante la aplicacion de agonistas colinérgicos selec-
tivos para mAChRs y nAChRs indico que la modulacién colinérgica de los contactos GABAér-
gicos involucra mecanismos tanto de inhibicion presinaptica atribuibles a la activacién de
MAChRs, como de facilitacién presinaptica dependientes de la activacién de nAChRs. La apli-
cacion yuxtacelular de nicotina (20 uM) provoco sisteméaticamente una FSPc con reduccion del
PPR1so. La aplicacion de muscarina (10 uM) resulté en todos los casos en una DSPc¢ con incre-
mento del PPRiso. De acuerdo con estos datos, los efectos moduladores muscarinico y nicotinico
son presinépticos y de carécter antagénico sobre la eficacia del contacto.

Enla Fig. 2 (derecha) se esquematiza la hipétesis de modulacion colinérgica dual (musca-
rinico-nicotinica), segun la cual los receptores colinérgicos muscarinicos y nicotinicos se hallan
co-localizados en las terminales presinapticas GABAérgicas; los efectos de la activacion de estos
receptores sobre la modulacion de la eficacia sindptica obedecen a mecanismos funcionalmente
independientes (i.e., que no presentan oclusion) y que admiten, de acuerdo con ello, la eventual
co-activacion de mAChRs y nAChRs. La coactivacion de mAChRs y nAChRs provocada por
colinomiméticos con actividad agonista muscarinico-nicotinica (e.g. ACh o CCh) podria dar
cuenta de los resultados consistentes en la DSPc asociada a la reduccion del PPRso (efecto
muscarinico + nicotinico, respectivamente) o la FSPc asociada al incremento del PPRis (efecto
nicotinico + muscarinico, respectivamente). Ahora bien, ¢cudales son las consecuencias funciona-
les de un mecanismo de modulacion colinérgica dual resultante de la eventual co-activacién de
receptores presinapticos (MAChRs y nAChRs) con efectos antagonicos sobre la eficacia del con-
tacto?

La eficacia sinaptica presenta caracteristicamente incrementos o reducciones graduales re-
sultantes de la actividad presinaptica repetitiva. Estas modificaciones corresponden a las formas
de plasticidad sinaptica de corto plazo (STP, por short-term plasticity) definidas como facilita-
cién y depresion por frecuencia (Creager et al., 1980; Schlapfer et al., 1976), y referidas en tér-
minos generales como facilitacion sinaptica de corto plazo (STF, por short-term faclilitation) y
depresion sinaptica de corto plazo (STD, por short-term depression), respectivamente (Dittman
et al., 2000; Fioravante and Regehr, 2011; Fortune and Rose, 2001; Tsodyks et al., 1998; Varela
et al., 1997; Zucker, 1989; Zucker and Regehr, 2002). Mecanismos presinapticos subyacentes a

la STP tales como la deplecion del pool de vesiculas de neurotransmisor listas para ser liberadas
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(o RRP por readily releasable pool) (Kaeser y Regehr, 2017), la inactivacion de sitios activos, o
la facilitacion de corrientes presinapticas de Ca?*, son modulados por ACh en diversos circuitos
centrales (Stone et al., 2014; Threlfell et al., 2010; Threlfell and Cragg, 2011; Hernandez-Mar-
tinez et al., 2014). Algunos autores (Exley and Cragg, 2008; Threlfell et al., 2010; Threlfell and
Cragg, 2011) sugieren que la modulacién colinérgica presinaptica (muscarinica o nicotinica) po-
dria conferir al contacto propiedades de filtro para la transmision de la informacion neural, mo-
dulando diversos fendmenos plasticos dependientes de frecuencia.

Datos aportados por Boucetta et al., (2014) y Boucetta y Jones (2009) ponen de manifiesto
gue neuronas GABAérgicas del LDT/PPT presentan frecuencias de descarga de ~15 Hz durante
la vigilia (W, por wake) y el S-REM (neuronas “W/PS-max active”) 0 exclusivamente durante el
S-REM (neuronas “PS-max active™). Si bien no se ha demostrado la existencia de proyecciones
de estas neuronas sobre el PnO, los datos aportados por nuestro grupo, indicativos de la existencia
de proyecciones GABAérgicas monosinapticas al PnO originadas en el LDT/PPT, permiten su-
poner que frecuencias de descarga de 15 Hz podrian constituir un patron de actividad presinaptica
funcionalmente relevante para las entradas GABAérgicas.

mAChR D,
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Fig.2. Red mesopontina en el preparado in vitro e hipétesis de la modulacién dual (nicotinica-musca-
rinica) de los contactos GABAérgicos. A la izquierda se representan las poblaciones neuronales que inte-
gran al LDT/PPT segun su fenotipo neurotransmisor. El esquema incluye neuronas GABAérgicas glutama-
térgicas y colinérgicas que proyectan directamente sobre el PnO. Se representa ademas la proyeccion caudal
indirecta (probablemente disinéptica) de neuronas del PnO sobre motoneuronas del NM V, presente en la
preparacion in vitro de la unién mesopontina. A la derecha se esquematiza el contacto GABAérgico sobre
una neurona del PnO, representando la co-localizacion de nAChRs y mAChRs en las terminales GABAér-
gicas, con efectos de caracter antag6nico sobre la eficacia del contacto. La activacion de mAChRs asocia
la inhibicion de canales de Ca?* (a). La activacién de los nAChRs provoca el incremento localizado de la
[Ca?], resultando consecuentemente en: un incremento de la fraccion de vesiculas del RRP (b), la
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promocion del proceso de exocitosis de las vesiculas de neurotransmisor (c), o bien, un efecto modulador
sobre conductancias de Ca?* del terminal (d). Independientemente del mecanismo subcelular implicado, la
activacion de ambos receptores tiene efectos antagénicos sobre la eficacia sinaptica, resultantes en el incre-
mento (NAChR) o la reduccion (mAChR) de la p,.. El esquema destaca asimismo la no oclusion de los
mecanismos presinapticos dependientes de la activacion de ambas clases de receptores colinérgicos. La
coactivacion de estos receptores daria cuenta de los efectos combinados evidenciados con CCh y ACh.
Modificada de Kunizawa, 2016.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Aportar a la comprension de los mecanismos sinapticos y circuitales mesopontinos impli-
cados en la generacion y control del S-REM, particularmente de aquellos que involucran la inter-

accion GABAérgica y colinérgica en el area ejecutiva para el S-REM.

2.2. HIPOTESIS

Tal como ha sido referido en la seccién precedente, los efectos muscarinico y nicotinico
presinapticos (evaluados en respuestas sinapticas provocadas por estimulos Unicos), consisten en
la depresion vy la facilitacion de la transmision GABAérgica, respectivamente. Estos efectos de-
beran ser reevaluados empleando patrones fisioldgicos de activacion presinaptica (i.e., activacion
repetitiva a 15 Hz), en virtud de la eventual expresion de fendmenos plasticos de corto plazo
(STP) en los contactos sinapticos analizados.

Proponemos que, en tales condiciones fisiol6gicas, la modulacién colinérgica promovera
modificaciones especificas en el perfil de plasticidad de corto plazo de los contactos, dependien-
tes del tipo (muscarinico o nicotinico) de receptor presinaptico activado. Los efectos moduladores
colinérgicos en tales condiciones podrian asimismo dar cuenta de la la supresion de la entrada

GABAEérgica tonica a neuronas de esta region (“gating ) que tiene lugar durante el S-REM.

2.3. OBJETIVOS EXPERIMENTALES

e OBJETIVO EXPERIMENTAL 1 (OE1)

OE1la. Poner de manifiesto la expresion de fendmenos plasticos de corto plazo (STP) de-

pendientes de la actividad presinaptica en las aferentes GABAérgicas a neuronas del PnO.
OE1lb.Llevar a cabo una caracterizacion primaria de las modificaciones de la eficacia si-
néptica resultantes de la activacion presinaptica repetitiva por trenes de estimulacion de 15

Hz, a través de la descripcion del perfil de plasticidad de corto plazo (STPe), la
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caracterizacion del curso temporal y la cuantificacion de los indices de plasticidad PPR y

STPR (ver Materiales y Métodos para su definicion).

OE1lc. Aportar complementariamente datos indicativos del origen presinaptico de los meca-

nismos implicados en la expresién del fendbmeno pléastico.

OBJETIVO EXPERIMENTAL 2 (OE2)

Analizar los efectos moduladores heterosindpticos de los agonistas colinérgicos nicotina y
muscarina sobre la eficacia de la transmision GABAérgica en condiciones de activacion pre-
sinaptica repetitiva a 15 Hz de las entradas GABAérgicas a neuronas del PnO.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. OBTENCION Y CARACTERISTICAS FUNDAMENTALES DE LA
PREPARACION IN VITRO

3.1.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizé ratas de la cepa Wistar entre P7 y P15. Los animales se obtuvieron de la Unidad
de Reactivos y Biomodelos Experimentacion (U.R.B.E.) de la Facultad de Medicina, UdelaR y
los procedimientos utilizados fueron oportunamente aprobados por la Comision Honoraria de Ex-
perimentacion animal y la Comision de Experimentacion Animal de Facultad de Medicina (Exp.
N° 071140-000654-10).

3.1.2. OBTENCION DE LA RODAJA

Las ratas fueron decapitadas con guillotina procediendo luego a realizar una craneotomia
ampliada, para acceder y remover rapidamente el tronco encefalico. Durante la diseccion, el SNC
se bafié continuamente con solucion de liquido cefalorraquideo artificial (LCRA) modificado:
Sacarosa 213 mM, KCI 2.7 mM, H2KO4P 1.25 mM, MgSQO4-7H,0 2 mM, NaHCO3 26 mM, glu-
cosa 10 mM, CaCl, 2 mM a ~4°C. La sustitucion equimolar del Na™ por sacarosa constituye una
de las estrategias que ha sido utilizada para reducir la actividad neuronal de la pieza y con ello la
actividad sinaptica, buscando minimizar los procesos de excitotoxicidad y muerte neuronal
(Aghajanian and Rasmussen, 1989). La pieza obtenida se fijo por su sector cefalico a la platina
de un vibratomo (Vibratome 1000 plus, Vibratome) sumergiéndola en LCRA modificado a 4°C.

Se realiz6 cortes transversales al eje mayor del tronco encefalico, para obtener secciones
de 350-450 um de espesor. La conservacion de las estructuras clave de la red mesopontina impli-
cada en el control del S-REM en la misma preparacion constituye un objetivo fundamental del
proceso de obtencidn del preparado. A los efectos de cumplir con este objetivo las secciones del
tronco encefalico se obtuvieron de manera tal que el plano de corte formé un angulo de 4-6° con
respecto a los cortes coronales (Fig. 3A). Las rodajas de la unidn ponto-mesencefalica obtenidas
se transfirieron a un recipiente especialmente acondicionado conteniendo una mezcla (50%-50%)
de solucion de LCRA estadndar (NaCl 126 mM, KCI 2.7 mM, HKO4P 1.25 mM, MgSO4-7H,0 2
mM, NaHCO;3; 26 mM, glucosa 10 mM, CaCl, 2 mM) y LCRA modificado a temperatura am-

biente (20 a 22°C). La mezcla de LCRA se remplazé en forma paulatina hasta alcanzar el 100%
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de solucion LCRA estandar, proceso que insumio alrededor de 1 hora. Finalizado el cambio de
solucion, las rodajas fueron transferidas a la camara de registro (cAmara de inmersidn), y se per-
fundieron en forma continua (1-3 ml/min) con solucion LCRA normal a temperatura ambiente.
Durante el procedimiento de obtencion de la rodaja, asi como a lo largo de la sesién de registro,
el LCRA fue burbujeado continuamente con carbdgeno (95% O,-5% CO-) a los efectos de esta-
bilizar el pH (7.4) y promover la oxigenacion.

Una vez finalizada la etapa de incubacion y sustitucién de soluciones, la rodaja se transfirio
a la camara de registro para rodajas sumergidas (volumen ~2 ml) que se mont6 en la platina de
un microscopio (Nikon, Eclipse FN1) dotado de iluminacién infrarroja (IR) para contraste dife-
rencial de interferencia (DIC-IR por differential interference contrast) con objetivos 4 x y 40 x
(inmersidn en agua) para el reconocimiento de las diferentes estructuras de la rodaja y de los
cuerpos neuronales. Tal como ha sido mencionado, los animales seleccionados para este trabajo
se encuentran entre el séptimo y el decimocuarto dia de vida postnatal, etapa en la cual la mieli-
nizacién no ha alcanzado aun el desarrollo del adulto, aspecto que fue relevante a la hora de
optimizar las condiciones de visualizacién de las neuronas a registrar. EI microscopio dispone de
una camara digital (319CU 3.2M CMOS, Micrometrics) conectada a un ordenador lo cual permi-
tio, mediante la utilizacion del software Micrometrics LE-v1.0.3, la visualizacion de las neuronas,
la colocacidn de los electrodos de estimulacion y registro y de las micropipetas para aplicacion

local de sustancias, asi como la captura de imégenes.

3.1.3. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DEL PREPARADO IN VITRO

En la Introduccion se hizo referencia a que algunos autores consideran como central a la
red mesopontina ubicada en el sector rostral de la PRF situada ventralmente al SCP, medial al
sector mas rostral del NM V vy lateral a la linea media y al nlcleo pontino del rafe. Especifica-
mente, como area de trabajo hemos seleccionado el sector mas rostral de lo que autores como
Paxinos & Watson (1998) reconocen como PnO. El area delimitada se muestra en la Fig. 3 B-D.
Dado que la rodaja de la union ponto-mesencefalica se obtuvo inclinando el plano de corte res-
pecto de la perpendicular al eje mayor del tronco a nivel del sector méas rostral del NM V, el sector
tegmental de nuestra rodaja se asemeja al sector ventral del corte - 8.72 mm del Bregma del atlas
de Paxinos & Watson (1998) en tanto que el sector mas tectal (y el perfil de la cavidad ventricular)
es relativamente mas rostral y seria similar al del corte (~ -8,30 mm del Bregma) del mismo atlas
(Fig. 3A). De manera caracteristica en nuestra rodaja se visualiza claramente el SCP que se dis-
pone de manera oblicua de dentro a afuera y de dorsal a ventral. La presencia en la rodaja del SCP
con las caracteristicas citadas y del polo rostral del NM V, asi como el perfil de la cavidad ven-
tricular, se considero indicativo de que tanto el nivel del corte como su inclinacion fueron los

adecuados para el desarrollo del trabajo.
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Oblongata

Fig.3. Estructuras del tronco encefalico de la rata implicadas en el control del ciclo de suefio-vigilia.
(A). Vista sagital del tronco encefalico ilustrando las principales estructuras a nivel mesencefalico, pontino
y bulbar cuya actividad se ha vinculado al control del ciclo suefio y vigilia. Se indica la distancia del bregma
-8.3 mm (segun Paxinos & Watson, 1998). La linea punteada en rojo representa el nivel aproximado del
corte realizado para la obtencion de la rodaja de la unién ponto-mesencefalica utilizada en esta tesis. El
plano de corte forma un angulo aproximado de 5° respecto del plano habitualmente utilizado para la con-
feccion de los atlas estereotéxicos (linea punteada en negro). (Tomado y adaptado de Brown et al., 2012).
A nivel pontino rostral el complejo LDT-PPT (en negro) se destaca por sobre los restantes nicleos impli-
cados en el control del S-REM que no son objeto de andlisis en el presente trabajo (en gris claro). DR,
nacleo dorsal del rafe; LC, locus coeruleus; LDT, nicleo tegmental laterodorsal; PnO, ntcleo pontis oralis;
PPT, nucleo tegmental pedunculopontino; VIPAG, sustancia gris periaqueductal ventrolateral; PB, nicleo
parabraquial. (B) y (C). Composicion de cortes del tronco encefalico de la rata a partir de los que presenta
el atlas de Paxinos & Watson (1998); el corte coronal 53 de este atlas corresponde al sector mas dorsal
(colicular) y el 55 al sector mas ventral del corte (B). En C se destacan (sombreadas en distintos colores)
las estructuras clave a nivel pontino objeto de estudio en la presente tesis (LDT-PPT y PnO) asi como
aquellas utilizadas como referencias anatomicas (SCP y NM V rosa). (D). Imagen de un area de la rodaja
empleada en nuestro trabajo (fotografia de la preparacion bajo microscopio con DIC-IR, objetivo 4X), en
la que se reconocen las mismas estructuras sefialadas en B y C. ci: coliculo inferior. aq: acueducto. A-C,
modificado de Brown et al. 2012.
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3.2. ESTIMULO ELECTRICO DEL LDT/PPT

Para la estimulacion eléctrica del LDT/PPT, se emple6 electrodos monopolares construidos
a partir de micropipetas de vidrio de patch de ~5 um de diametro, fabricadas con un estirador P-
87 (Sutter Instruments Co.) a las que se llen6 con solucion fisiologica (NaCl 0,9 %), e introdujo
un electrodo metélico de Ag conectado a una SIU (por Stimulus Isolation Unit) controlada por una
sefial de tipo TTL (ISO-Flex, A.M.P.1. Jerusalem, Israel) por medio de la salida digital de la tarjeta
de conversion (Digidata 1322).

Los pardmetros de estimulacién fueron controlados por el software (Clampex 8, paquete
pClamp, Axon Instruments). A los efectos de obtener resultados comparables entre experimentos,
el electrodo de estimulacion se colocd sistematicamente en una relacion topografica precisa con
el extremo medial del SCP, y a una distancia aproximada de 1000 um de las neuronas registradas
en el PnO.

Se aplico trenes de 5 estimulos con intervalos interestimulo de ~66,67 ms (15 Hz), que
emulan el patron de descarga promedio descrito in vivo para neuronas GABAérgicas “PS-max
active ” durante el S-REM (~16,85 + 2,27 Hz) (Boucetta et al., 2014). El intervalo entre dos trenes
de estimulacion consecutivos fue de 10 s; en estas condiciones, el régimen de estimulacién resulté
neutral para el contacto sinaptico, no advirtiéndose modificaciones persistentes de la eficacia in-
troducida por este procedimiento. Para cada experimento se ajustd la intensidad del estimulo
(pulso monofasico de corriente) hasta obtener una respuesta sinaptica (IPSC) de amplitud media
y latencia con valores similares a los observados en los experimentos referidos en la seccion de
Antecedentes Especificos (aprox. 70 £ 10 pA 'y 8 + 2 ms, respectivamente), de modo de trabajar
con una poblacion relativamente homogénea de respuestas postsinapticas. La magnitud de la co-
rriente de estimulacion inyectada para obtener IPSCs con las amplitudes mencionadas fue de 10-

500 pA; la duracién de los estimulos del tren se fijo en valores de entre 0.3 y 0.4 ms.

3.3. REGISTRO INTRACELULAR

Las neuronas del PnO se seleccionaron para el estudio por inspeccién con el objetivo 40X
dentro de un area comprendida entre el NM-V (a ~250 um de su limite medial) y a ~250 um de
la linea media en el eje horizontal. En el eje dorsoventral, el centro del PnO se topografia a una
distancia media de ~1250 um del limite ventral de la rodaja, quedando ligeramente ventral al
centro aproximado del NM V en el mismo corte.

El registro electrofisiolgico de las neuronas se realiz6 mediante electrodos de patch (re-
sistencia 4-8 MQ) fabricados con un estirador de pipetas (P-87 Sutter Instruments Co.) en su

configuracion de célula entera (o de whole cell) optando por la modalidad de fijacion de corriente
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(CC, por current clamp)? y/o de voltaje (VC, por voltage clamp)* segun las necesidades especifi-
cas del experimento. Los protocolos especificos en ambas modalidades de registro (VC y CC)
fueron aplicados utilizando el software CLAMPEX 8.0 (pClamp, Axon Instruments). Las sefiales
bioeléctricas registradas se digitalizaron a 40 kHz (Digidata 1322A Data Acquisition System,
Axon Instruments). Para el registro de las corrientes sindpticas se aplicé un filtro pasa-bajas de 5
kHz (FL-4, DAGAN Corporation).

Los microelectrodos de patch fueron llenados con solucion intracelular conteniendo KCI
150 mM MgCl; 4.6 mM, HEPES 10 mM, EGTA 1 mM, CaCl, 0.1 mM, ATP-Na 4 mM, GTP-Na
0.3 mM. Los electrodos se posicionaron mediante un micromanipulador hidraulico (Narishige
MHW-13) y se conectaron a un amplificador Axoclamp 2B (Axon Instruments). Estos fueron
aproximados al soma de la neurona seleccionada, aplicando durante el descenso una presion po-
sitiva y monitorizando la resistencia del electrodo en condiciones de fijacion de voltaje, mediante
la aplicacion de un pulso de comando (10 mV, 20 ms) (Hamill et al., 1981). Cuando por control
visual (formacion de un “dimple”) y eléctrico (incremento de la resistencia) pudo determinarse
que el electrodo se hallaba situado en contacto estrecho con la membrana neuronal, se retir6 la
presion positiva y se monitorizo la resistencia hasta la formacion del “Gigasello” (R> 1 GQ,
condicion denominada “cell attached”), al tiempo que se llevd el potencial de mantenimiento
(Vn) a un valor de ~ -70 mV. Una vez estabilizado el sello se aplicd una leve presion negativa
hasta su apertura, evidenciandose el incremento abrupto de la corriente capacitiva y la aparicion
de una corriente de pérdida durante la aplicacion del comando de voltaje, indicativas de la obten-
cion de acceso eléctrico a la neurona. Una vez abierto el sello y obtenido un registro intracelular
estable (luego de ~ 5 minutos) se consigno el valor de potencial de reposo de la neurona y se pasé
a condiciones de fijacion de corriente (CC) a los efectos de llevar a cabo la caracterizacion elec-
trofisioldgica de la neurona.

De manera sistematica, la resistencia de entrada de las neuronas (R,,,) se evalué mediante
protocolos de CC, consistentes en la aplicacion de una serie de pulsos hiperpolarizantes y despo-
larizantes (tipicamente 1 nA) de 800 ms de duracién. En Clampfit (pClamp 8) se midieron la
corriente inyectada (In) y el potencial de membrana (Vm) resultantes para cada pulso, mediante
cursores colocados en el instante (tipicamente a 50 - 70 ms del inicio del pulso) correspondiente
al maximo de la respuesta para el pulso hiperpolarizante de mayor magnitud. Los valores obteni-
dos se representaron graficamente (grafico Vim = f (Vi) 0 simplemente V vs. I) y la R,,,, se calculd
como la pendiente de la recta obtenida por ajuste de los puntos del sector lineal del grafico (tipi-
camente entre 0 y -60 mV).

Los pulsos aplicados mediante estos protocolos fueron suficientes para provocar

8 También referido como “bridge recording” o “voltage-follower recording”
4 ¢SEVC, por continuous single electrode voltage-clamp
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hiperpolarizaciones del potencial de membrana de entre -100 y -110 mV y despolarizaciones que
superan el nivel de disparo (~+40 mV) de potenciales de accidn en estas neuronas. No se ensayd
de manera sistematica la aplicacion de protocolos especificos para poner de manifiesto la presen-
cia de LTS u otras respuestas mediadas por conductancias de membrana operadas por voltaje en
estas neuronas, excepto en una serie seleccionada de experimentos a la que se hara referencia en
la seccién 4.1 del capitulo de Resultados.

Para el estudio de las corrientes sinapticas GABAérgicas (IPSCs) provocadas por estimu-
lacion eléctrica del LDT/PPT (en condiciones de VC), se emple6 el medio intracelular referido,
conteniendo una elevada concentracién de CI- (150 mM) con el fin de controlar el potencial elec-
troquimico de esta especie ionica (calculado en ~3 mV para dicha concentracién de ClI°), y opti-
mizar la relacién sefial-ruido de los registros bioeléctricos. De esta manera, en el potencial de
reposo (potencial de mantenimiento, Vi, = -70 mV) la corriente sindptica GABAérgica fue de
entrada y facilmente detectable. Los IPSCs GABAEérgicos fueron aislados farmacol6gicamente
mediante la perfusion del preparado con &cido quinurénico (KYN) 5 mM, antagonista de los re-
ceptores AMPA/kainato de Glu (4-Hydroxyquinoline-2-carboxylic acid, PM = 189,17 g/mol, >
98%, Sigma-Aldrich), preparado por disolucion en LCRA. El comando de voltaje aplicado a la
neurona incluy6 un pulso breve (~20 ms) de -10 mV de amplitud al final de cada trazado, utilizado
rutinariamente para monitorizar la resistencia serie (Ry). En los casos en que la R se modifico
por encima de un 20% en el curso de un experimento, el registro fue descartado (Cabezas and

Buno, 2006). La R, se estimd como el cociente

_10mV

S |l

Solo se incluy6 en el estudio de los fendmenos de plasticidad sindptica de los contactos
GABAérgicos aquellos IPSCs registrados en neuronas que presentaron respuestas monosinapticas
alaestimulacion del LDT-PPT, segun los criteros de Rose y Metherate (2005) adaptados a nuestro
disefio experimental: (i) reducida variabilidad de la latencia (“Jitter”) con intensidades de esti-
mulacién subméaximas, (ii) modificacién menor a 1 ms con incrementos de la intensidad de esti-

mulacion vy (iii) estabilidad de la latencia para frecuencias de estimulacién de 15 Hz.

3.4. APLICACION YUXTACELULAR DE AGONISTAS COLINERGICOS

Para el analisis de la modulacion de la entrada sinaptica GABAérgica a las neuronas del
PnO se procedié a la aplicacion yuxtacelular de soluciones de agonistas de los nAChRs y
mMAChRs. Para ello se emple6 un sistema de inyeccién de microvolimenes por presion (Picos-

pritzer 111, Parker Instrumentation). Se utilizd pipetas de patch conteniendo las soluciones de
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agonistas disueltas en solucion salina (NaCl 0,9 %). Bajo control visual las pipetas de inyeccion
se posicionaron a distancias que oscilaron entre los 50 y 100 um de la neurona registrada. Usual-
mente los volimenes inyectados no excedieron los 30 pl (estimados empleando el diametro de la
gota en el aire ante pulsos de presién de entre 50 - 150 ms de duracion y presiones inferiores a los
30 psi).

Especificamente se aplico por microinyeccion muscarina (10 uM) y nicotina (20 uM) (con-
centraciones en la pipeta de inyeccion). Estas concentraciones se obtuvieron por dilucién en NaCl
(0.9%) de soluciones stock preparadas en H.O destilada. Las concentraciones de agonistas em-
pleadas corresponden a las ensayadas anteriormente por nuestro grupo y se sitan en el rango de

las aplicadas por otros autores en preparaciones in vitro (ver Material Suplementario, Tabla S1).

3.5. ANALISIS DE LAS CORRIENTES SINAPTICAS

Las respuestas sinapticas fueron analizadas con el software Clampfit 9. Las medidas se
realizaron en promedios de 20-60 respuestas consecutivas a trenes de 5 estimulos (con una fre-
cuencia de estimulacion de 15 Hz) aplicados a intervalos de 10 segundos. Aun cuando en algunos
experimentos las respuestas se registraron en condiciones de CC, en la mayoria de los casos se
analizaron en condiciones de VC (potencial de mantenimiento Vi, = -70mV). Como se mencion6
mas arriba, las corrientes GABAérgicas se estudiaron adecuando el potencial de equilibrio elec-
troquimico del ion cloro de tal manera de que al Vi las corrientes sinapticas fueron de entrada.

3.5.1. PARAMETROS EMPLEADOS PARA LA CARACTERIZACION Y ANALI-
SIS DE LOS IPSCs GABAérgicos Y DE LOS FENOMENOS PLASTICOS

1.a) Amplitud al pico del IPSC (pA). Su cuantificacion se llevd a cabo en Clampfit 10.7
(Molecular Devices). Puesto que los IPSCs corresponden a corrientes de entrada (a las que con-
vencionalmente se representa con signo negativo) y a los efectos de simplificar la lectura de los
resultados, en todos los casos se presenta el valor absoluto de esta variable. Se midié la amplitud
al pico de cada uno de los IPSCs provocados por un tren de 5 estimulos (IPSC;...IPSCs) en un
trazado. Se calculé luego la media y el desvio estandar (SD) de cada i-ésimo IPSC (Sigma Plot
11.0, Systat Software) a partir de n = 20-100 trazados consecutivos obtenidos en idénticas condi-

ciones.

1.b) Eficacia sinaptica. Puesto que la amplitud media de cada i-ésimo IPSC fue calculada
incluyendo los fallos (i.e., incluyendo aquellos trazados en los que la estimulacién presindptica

no fue capaz de desencadenar una respuesta distinguible del ruido), la magnitud referida como
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“amplitud media del IPSC” en el inciso anterior (simbolizada de aqui en adelante por R;, i=1...5)
corresponde estrictamente a la eficacia sinaptica de la i-ésima respuesta (Cabezas and Bufio,
2006)°.

1.c) La probabilidad de fallos de R: (pf(z1)) Se estimé como el cociente entre el nimero

de IPSCs (distinguibles del ruido) y el nimero de estimulos aplicado en un ensayo.

2) Cuantificacion de 1/CV? de Ri. El coeficiente de variacion (CV, o coeficiente de varia-
cién de Spearman) constituye una medida de la dispersion relativa (adimensional) de un conjunto
de datos respecto de la media. Se calcul6 en este trabajo para cada i-ésima respuesta postsinaptica
(R1...Rs) como

Vi

R;

CVR =

Donde R; corresponde, como ya se ha definido a la amplitud de los n IPSCs incluidos los fallos

(n = namero de trazados), o corresponde a la varianza de R; y por tanto Vo2 al desvio estandar
(SD o desviacion tipica) de Ri. A partir de este valor se calculd el pardmetro civg

Clasicamente se asume que la liberacidn de neurotransmisor desde la terminal presinptica
obedece a un proceso estocastico descrito por un modelo binomial simple (del Castillo and Katz,
1954), de acuerdo con el cual la amplitud media de R; resulta del producto

Ri=nr-pr-q

siendo n; el nimero total de sitios activos del terminal, p, la probabilidad de liberacién del neu-
rotransmisor y g (o tamafio cuantal) la amplitud media de la respuesta postsinaptica® provocada
por la liberacién de un cuanto de neurotransmisor. De acuerdo con este modelo, es posible de-
mostrar que (para desarrollo ver Debanne et al., 1996; Faber and Korn, 1991; Malinow and

Tsien, 1990)

y por lo tanto

1 _flT'pr

CVE 1-p,

5 La eficacia sinaptica se distingue de la potencia sinaptica, para cuya cuantificacion inicamente se incluye a los
éxitos (i.e., la generacion de respuestas de amplitud # 0) de cada ensayo.

6 Podria corresponder a potenciales postsinapticos excitadores o inhibidores (EPSPs o IPSPs, respectivamente), o a
corrientes postsinapticas excitadoras o inhibidoras (EPSCs o IPSCs, respectivamente).
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Al producto n - p, se lo denomina contenido cuantal. De este modo, el pardmetro calculado

. .. ..y 1 ,
como el inverso del cuadrado del coeficiente de variacién de la respuesta R; (W) varia propor-
R

cionalmente con el contenido cuantal, proporcionando un estimador indirecto de la funcion o es-

tado presinaptico. Las modificaciones de la eficacia sinaptica de origen presinéptico (resul-
1

tantes de variaciones en p,. y/o 1iy) se asocian a cambios en oz
R

indicativos asi de este origen.

3) Latencia (ms). La latencia al pie de la respuesta sinaptica se midi6 sobre el promedio
de respuestas (sin la inclusion de los fallos) con el programa Clampfit (pClamp 9, Axon Instru-
ments), detectandose aquel como el punto de interseccion entre la linea de base (corriente de
mantenimiento) y una recta que pasa por dos puntos, correspondientes aproximadamente al 20 y

al 80% del méaximo de la amplitud de pico del IPSC.

4) Tau on y tau off (ms). El curso temporal de la corriente sindptica, tanto en sinapsis
centrales glutamatérgicas (Jonas, 2000) como GABAérgicas (Mody and Pearce, 2004) depende
de un conjunto de factores tanto pre como postsinapticos (Eyre et al., 2012), y es considerado una
de las caracteristicas distintivas de un contacto sinaptico dado. Por ello, tanto la fase de ascenso
al pico como la de relajacion a la corriente de mantenimiento de las respuestas promedio (n=10-
40 trazados, sin incluir los fallos) se ajustaron a una Unica exponencial (Clampfit 9), segin una

funcion de la forma:

y = Ae_t/fi

a partir de la cual se obtuvo el parametro z;, correspondiente a la tau on (z,,) 0 la tau off (z,y)

segun correspondiera el ajuste a la fase de ascenso o relajacion de la corriente, respectivamente.

5) Indice de facilitacion o depresion por pares de pulsos 0 PPR (por “paired pulse ratio ”):
Los contactos sinapticos con valores del PPR mayores a 1 se definen como contactos con facili-
tacion por pares de pulsos (o PPF, por paired-pulse facilitation), al tiempo aquellos con valores
del PPR menores a 1 se definen como contactos con depresién por pares de pulsos (o PPD, por
paired-pulse depression); la PPF y la PPD se asocian, respectivamente, a una baja o alta proba-
bilidad de liberacion de neurotransmisor (p,.) desde la terminal presinéptica.

El PPR se evalud para el primer par de respuestas provocadas por la estimulacion con

trenes de 5 pulsos a 15 Hz segun la formula

PPRgg7 = RZ/Rl

donde Rz y Ry corresponden a la eficacia sinaptica del primer y segundo IPSCs del tren, respec-

tivamente; el subindice indica la duracidn del intervalo interestimulo (~ 66.67 ms).
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6) Perfil de la plasticidad sinéptica de corto plazo (STPe por short term plasticity profile)
y STPR (por short-term plasticity ratio): A los efectos de caracterizar la STP de un contacto
sinaptico, diversos autores han introducido la descripcion del perfil de la STP (o STPg, por short-
term plasticity profile) (Barroso-Flores et al., 2015; Dittman et al., 2000; Mukunda and Naraya-
nan, 2017; Yasui et al., 2005).

6.a) ElI STPp corresponde al perfil o curso temporal de la eficacia sinaptica. De forma
caracteristica, este es evaluado mediante la normalizacion de las amplitudes medias de cada una
de las respuestas sinapticas (Ri) provocadas por la aplicacion de un nimero definido de estimulos
presinapticos (habitualmente trenes de entre 5-15 estimulos) a la amplitud media de la respuesta
provocada por el primero de ellos (R1). Esta herramienta descriptiva es particularmente valiosa
para el estudio de los fendmenos plasticos de corto plazo dependientes de la frecuencia (e.g., STD,
STF, PTP, etc.). En esta tesis se evalud el comportamiento dinamico de los IPSCs ante protocolos
de estimulacion de 5 estimulos a 15 Hz (intervalo de ~ 66.67 ms); el STPp se represento grafica-
mente como el valor de la eficacia sinaptica de cada R; normalizado al valor de Ry en funcion
del nimero de estimulo correspondiente (1...5). Por razones practicas, se reserva para la seccion
4.2. del capitulo de Resultados la presentacion de una herramienta complementaria para la des-
cripcion de este perfil, consistente en la cuantificacion de la constante de tiempo (tishz) que

caracteriza la evolucion temporal de la eficacia sindptica durante la activacion repetitiva.

6.b) ElI STPR es analogo al PPR y permite una descripcion cuantitativa del STPp. Se cal-

culé de acuerdo con la formula

1
§Zi5=3 Ri

STPR =
Ry

donde Rs, Ra y Rs corresponden a la eficacia sinaptica del tercer, cuarto y quinto IPSC, respecti-
vamente, y Ri corresponde al mismo parametro que en el referido para el célculo del PPR (Ditt-
man et al., 2000; Mukunda and Narayanan, 2017; Yasui et al., 2005). Los valores de R en la
formula correspondieron siempre a la amplitud de pico promedio (n= 20-100 trazados) inclu-

yendo los fallos en la generacion de un IPSC por la estimulacion presinaptica.

7) Carga inhibidora neta transferida (Q;,n, pA - ms): Se cuantific6 la carga inhibidora
transferida (Q;,,,) (Gardner, 1980; Hessler et al., 1993; Rinzel and Rall, 1974) a las neuronas del
PnO durante la activacién presinaptica repetitiva de las aferentes GABAérgicas. La Q;,,, permite
estimar la magnitud total de la inhibicién postsinaptica resultante de un tren de IPSCs provo-
cados por la estimulacion presinaptica (Lu and Trussell, 2000; Nusser et al., 2001; Rosenmund
and Stevens, 1996).
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La carga eléctrica (pA.ms) transferida a la neurona se cuantificé como el &rea bajo el tra-
zado de corriente en funcion del tiempo (I,,, = f(t)) comprendida entre un instante t = 0 y un

instante t = 0 + At (Fig. 4). de acuerdo con:

t=0+At
Qinn = f Lpdt
t=0

El intervalo At se definié para cada neurona registrada entre el instante t = 0 corres-
pondiente al pie de R; (establecido por un criterio similar al descrito para la medicion de la laten-
cia) y un instante definido como aquel en el que el trazado I,,, = f(t) corta la recta horizontal
que pasa por lacurvaen t = 0 (linea entrecortada horizontal en la Fig. 4). Este método tuvo como

objetivo minimizar el efecto de la suma temporal de los IPSCs dentro de un tren.

Fig. 4. Esquema ilustrativo del mé-
At todo aplicado para la cuantificacién
del area bajo el trazado de la co-
rriente sindptica. El area rayada en
rojo corresponde a la Q;,, de un
IPSC. Explicacion en el texto.

3.6. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

El procesamiento estadistico de los datos se llevé a cabo en Sigma Plot 11.0 (Systat Soft-
ware). La significacién estadistica de las diferencias relativas a un parametro de interés entre dos
grupos dados se determin6 de acuerdo con el siguiente procedimiento. Los parametros de interés
(e.g. amplitud de R4, latencia de R1, Ren, PPR, STPR, 7, etc.) fueron cuantificados en cada neu-
rona registrada. Se hallé para cada parametro su correspondiente valor medio a partir de los n
valores obtenidos en cada neurona. Se defini6 una poblacion de interés (A, B, C, etc.) de estos
valores medios de tamafio Na, Ng, etc. Salvo que se indique especificamente lo contrario, los
valores de los parametros cuantificados se presentan en el texto como la media de la poblacién
de tamafio N = el error estandar de la media (SEM).

La prueba de contraste de bondad de ajuste a una distribucion normal de la poblacion de
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valores medios de tamafio N seleccionada fue la de Shapiro-Wilks (N < 50). Siempre que las
muestras de datos superaron las pruebas de normalidad, la significacion estadistica de las diferen-
cias entre dos poblaciones (Na vs Ng) se determiné con test de t (t-test) o test de t para datos
apareados (paired t-test) segln correspondiera. En caso contrario se empleé la prueba U de
Mann-Whitney (Mann-Whitney rank sum test) (datos no apareados) o bien la prueba de los
rangos con signo de Wilcoxon (Wilcoxon signed rank test), test no paramétrico que compara la
mediana de dos muestras (datos apareados), segun correspondiera. La prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis (Kruskal-Wallis one way Analysis of Variance on ranks, KW-ANOVA) consti-
tuye una extensién de la prueba U de Mann-Whitney y se emple6 para comparar 3 0 mas grupos
con numeros de muestras diferente y que no superaron la prueba de normalidad. EI método de
Dunn (Dunn’s Method)’ fue empleado para establecer la significacion estadistica de la diferencia
entre los grupos (p>0.05). Para la comparacion de proporciones se empled la prueba-Z (z-test),
basada en la aproximacién normal de la distribucién binomial.

La representacion gréfica de datos que no presentaron una distribucion normal se realizé
mediante graficos de caja y linea (box plots). Los limites inferior y superior de la caja representan
los percentiles 25° y 75° (P2se, Ps°), respectivamente; las barras de error representan los percen-
tiles 10° (P10, inferior) y 90° (Psoe, Superior); la linea horizontal dentro de la caja representa la
mediana (correspondiente al percentil 50°, Psq-); los puntos ubicados por encima y por debajo
representan valores no comprendidos entre los percentiles P1oc y Poo (Outlying points).

La significacion estadistica se representa como “*” (p < 0.05), “**” (p < 0.01) y “***” (p

< 0.001).

7 Test post hoc que no asume una distribucion particular de los datos de la muestra.
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERISTICAS ELECTROFISIOLOGICAS DE LAS NEURO-
NAS DEL PnO

Las caracteristicas electrofisioldgicas de las neuronas del PnO registradas en este trabajo
sefialan la presencia de los fenotipos LTS (i.e., neuronas que presentan espiga de Ca®* de bajo
umbral, mediada por la activacion de la corriente de Ca?* transitoria I+. Fig. 5A: y5A;) y no-LTS
(i.e., neuronas que carecen de LTS; Fig. 5B+). En estas neuronas se registré asimismo respuestas
del potencial de membrana a la inyeccion de pulsos de corriente compatibles con la expresion de
las corrientes de potasio de tipo A (Fig. 5B1y B») y catidnica activada por hiperpolarizacion de
tipo I (Fig. 5A1 y B1). Estos resultados guardan razonable similitud con los reportados por otros
autores (ver por ejemplo Gerber et al., 1989; Greene et al., 1989; lto et al., 2002; NUfez et al.,
2002, 1997; Nufez et al., 1998) y con los obtenidos anteriormente por nuestro grupo (Kunizawa,
2016; Pino et al., 2017). La Ren se cuantificd en N=82 neuronas del PnO (35 rodajas); su valor
medio fue de 310 = 25 MQ, resultado similar al que reportara anteriormente Kunizawa (2016)
(292.17 + 22.41 MQ). La caracterizacion electrofisioldgica de las neuronas del PnO no represent6
un objetivo especifico de este trabajo, por lo que no se llevd a cabo la aplicacion de protocolos
electrofisioldgicos especificamente orientados a la deteccion de la LTS u otras corrientes voltaje-
dependientes en estas neuronas. La LTS fue detectada en el 22 % de las neuronas a las que se
aplicé los protocolos empleados para la cuantificacion de la Ren; estos incluyeron pulsos de co-
rriente capaces de provocar hiperpolarizaciones del Vi, de entre -100 y -110 mV (aprox.). En la
Fig. 5A; se presenta los resultados obtenidos en una serie de experimentos seleccionados (N=3)
para evidenciar la participacion de la corriente It en la generacion de la LTS. La expresion de
corrientes de tipo I en estas neuronas fue explorada asimismo en otra serie de experimentos se-
leccionados (N=3, Fig. 5B,y 5B3).

>>
Fig. 5. Caracteristicas electrofisioldgicas de las neuronas del PnO. (A1) Neurona representativa del fe-
notipo LTS. Familia de respuestas del Vr, (trazados superiores) provocadas por la aplicacién de pulsos de
corriente (esquematizados en la parte inferior) de 800 ms de duracion, desde -20 pA a 17,5 pA, A= 1,5 pA,
Ihoia = -14,0 pA. La flecha sefiala la rectificacion de entrada (sag), caracteristica de la activacién de la co-
rriente de tipo In. Note a la salida del pulso hiperpolarizante (recuadro en linea entrecortada) la ocurrencia
de respuestas despolarizantes lentas (puntas de flecha) de tipo todo o nada, con caracteristicas compatibles
con las de espigas de Ca?* de bajo umbral, en cuya fase de ascenso se desencadenan potenciales de accion
de Na* (*). (A2) Resultado obtenido en experimentos seleccionados (N=3), mostrando una respuesta de tipo
LTS a la salida de la hiperpolarizacién (punta de flecha) provocada por el pulso ilustrado en el inserto,
sobre la que se produce una espiga rapida de Na* (Control). En tanto la perfusion de TTX 1uM, no afecta
ala LTS (punta de flecha, TTX 1uM) esta se bloquea si se afiade NiCl, 200 pM a la solucion de perfusion
(TTX 1uM + NiCl,200uM), indicando la participacion de la It en la generacidn de esta espiga. Los trazados
1, 2 y 3 en el sector inferior corresponden a los obtenidos tras 15, 20 y 30 minutos de iniciada la perfusion
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con NiCl; respectivamente. A; y A corresponden a neuronas diferentes. (B1) Neurona representativa del
fenotipo no-LTS. La aplicacion de un protocolo similar al de A; no es capaz de provocar la ocurrencia de
respuestas del tipo de la LTS. La flecha sefiala la rectificacion de entrada (sag). (B2). La latencia a la primera
espiga (At, medida entre las lineas entrecortadas verticales) provocada por un pulso despolarizante, varia
con el valor maximo del V, alcanzado durante la aplicacion de prepulsos hiper y despolarizantes (protocolo
esquematizado en la parte inferior, integrado por una familia de prepulsos hiperpolarizantes al cierre de los
cuales se aplica un pulso despolarizante capaz de provocar la descarga de potenciales de accion). Inserto,
grafico de la latencia a la primera espiga (At) en funcién del valor de Vi, alcanzado durante los prepulsos.
Estos resultados son indicativos de la expresidn de corrientes de K* de tipo I activadas por despolarizacion
(usualmente > -60 mV), presentando inactivacién caracteristicamente en el rango comprendido entre -60 y
-40 mV. (Bs). La activacion de esta corriente provoca caracteristicamente el retraso de la descarga de po-
tenciales de accién en respuesta al pulso despolarizante, de modo tal que la latencia a la primera espiga
(At) guarda una relacion inversa con la magnitud del prepulso. Se representa el valor absoluto del cociente
AtV (|At/Vr|, ordenadas, empleado como estimador de la magnitud de la corriente de tipo Ia, en funcién
del tiempo (minutos, abscisas), antes, durante y después de la perfusién del preparado con 4-aminopiridina
(4-AP, 3 mM; el curso del experimento se ilustra en la barra horizontal sobre el grafico). La reduccion del
cociente At/Vy alcanzo significacion estadistica (Mann-Whitney U-test, p<0.001). En el inserto, esquema
de una respuesta tipica en la que se indican la latencia a la primera espiga (At) y el instante en el que se
mide el V, al final del prepulso (punta de flecha). Cada punto del grafico representa el valor medio £ SD
de este cociente obtenido en 20 trazados sucesivos a intervalos regulares. La reduccion de |At/Vm]| que tiene
lugar durante la aplicacion de 4-AP pone de manifiesto la contribucion de la corriente de tipo 1a en la
determinacion de la latencia a la primera espiga en esta neurona.
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4.2. PLASTICIDAD SINAPTICA DE CORTO PLAZO (STP) EN LAS AFE-
RENTES GABAérgicas AL PnO

Tal como fuera expuesto en la seccion de Antecedentes Especificos, los IPSCs provocados
por la estimulacién de aferentes GABAérgicas mediante pares de pulsos aplicados al LDT/PPT
con un intervalo interestimulo (1IE) de 150 ms, presentaron un valor medio del PPR1so que fue
mayor a 1 (ver Tabla 1); la mayor parte de los IPSCs analizados en estas condiciones present6
facilitacion por pulsos pareados (PPF), advirtiéndose no obstante la ocurrencia de depresion por
pares de pulsos (PPD) en una proporcion menor (ver Kunizawa, 2016). Como primera aproxima-
cion a la descripcion de los mecanismos plasticos de los contactos GABAérgicos dependientes de
la estimulacion presinapticaa 15 Hz (11E 66.7 ms), se procedi6 al andlisis de la eficacia del primer
par de respuestas (R1, R2) provocadas por el tren de 5 estimulos. El disefio experimental empleado
se ilustra en la Fig. 6E.

La cuantificacion del PPRgs.7 permitio identificar dos grupos de aferentes activadas en estas
condiciones. En un 69 % de las neuronas registradas, las respuestas postsinapticas mostraron PPF
(Fig.6A) con un valor medio del PPRes7 = 1.582 £+ 0.149 (N=40). En este grupo, las amplitudes
R (90.85 £ 10.88 pA) fueron significativamente mayores que las amplitudes de R; (64.09 + 9.14
pA) (Fig. 6A2). En el restante 31 % de las neuronas del PnO registradas se observo en cambio
PPD (Fig. 6B1), con un valor medio del PPRgs7 = 0.763 + 0.031. En este grupo, las amplitudes
medias de R; (55.96 £ 5.92 pA) fueron significativamente menores que las de Ry (76.56 £+ 9.58
pA) (Fig. 6B>). Los valores del PPRgs 7 para ambos grupos (PPF vs PPD) mostraron una diferen-
cia que alcanzé significacion estadistica (Mann-Whitney Rank Sum Test, p<0.001).

Caracteristicamente las respuestas postsinapticas con PPF mostraron una probabilidad de
fallos de Ri (pfq) significativamente mayor que las respuestas en las que se verifico PPD (Fig.

6C). La elevada py, evidenciada en este grupo se correspondié asimismo con valores de 1/CV?2

para R: significativamente méas bajos que en el grupo que exhibié PPD (Fig. 6D).

>>
Fig. 6. Caracterizacion del primer par de respuestas (R1, Rz2) provocadas por la estimulacion a 15 Hz
de las aferencias GABAérgicas. (A1). Respuestas sindpticas en una neurona del PnO representativa del
grupo en el que los IPSCs provocados por estimulacién del LDT/PPT a 15 Hz presentaron PPF (PPRes.7>1),
donde se superponen n=60 trazados (gris) y el promedio de éstos (negro). Puede observarse la ocurrencia
de fallos en R; (flecha), fendmeno caracteristico de este tipo de contactos. En el ejemplo seleccionado
también ocurren fallos de R,. (A2). Amplitudes medias de la primera y la segunda respuesta para cada una
de las neuronas del grupo que exhibié PPF (gris), y el valor promedio de la poblacion de neuronas de este
grupo (negro) (Wilcoxon Signed Rank Test, p < 0.01, N=40). (B1) y (B2) corresponden a los mismos ele-
mentos representados en A, y Ay, respectivamente, pero para el grupo que presentd PPD (Wilcoxon Signed
Rank Test, p < 0.01, N=18). (C). Graficos de caja y linea que representan la probabilidad de fallos de R1
para cada uno de los grupos (PPF y PPD). (D). Graficos de cajay linea en los que se representan los valores
de 1/CV? parael primer IPSC (Ru) correspondientes a cada uno de los grupos (PPF y PPD). Cy D: Mann-
Whitney Rank Sum Test, p<0.001. (E). Esquema que representa el disefio experimental empleado para la
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estimulacién del LDT/PPT (Stim.) y el registro de IPSCs en neuronas del PnO. Se esquematiza el tren de
pulsos aplicado indicando el I1E. En el LDT/PPT se esquematizan neuronas GABAGérgicas (rojo) y no GA-
BAérgicas (gris). Los IPSCs GABAEérgicos fueron aislados farmacoldgicamente (KYN 5 mM). En el sector
inferior se esquematiza un trazado con 5 IPSCs (R;...Rs), sefialando con un recuadro en linea entrecortada
el primer par de IPSCs analizados en la seccion 4.2.
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Las diferencias funcionales entre ambos grupos (PPF vs PPD) no se asociaron a diferencias
en los parametros identitarios de los IPSCs GABAGérgicos. Las latencias de Ry (PPF: 7.54 + 0.37
ms; PPD: 7.83 + 0.56 ms; Fig. 7A), los valores medios de la amplitud de R; (PPF: 64.09 £ 9.14
pA; PPD: 76.56 + 9.58 pA,; Fig. 7B), de la ty¢ del primer IPSC (PPF: 17.86 + 1.09 ms; PPD:
18.96 £ 1.03 ms; Fig. 7C) y las Ren de las neuronas registradas (PPF: 291.38 + 27.75 MQ; PPD:
256.65 * 36.03 MQ; Fig. 7D) no presentaron diferencias entre los grupos. Adicionalmente, las
proporciones de neuronas LTS detectadas de acuerdo con lo referido en la seccion 4.1., corres-
pondientes a 22.2 % en el grupo con PPF y 17.6 % en el grupo con PPD, tampoco presentaron
diferencias significativas entre ambos grupos (2 sample z-test; z = 0.0497; p = 0.960).

En suma, el analisis del primer par de IPSCs provocados por la estimulacion del LDT/PPT
a la frecuencia de 15 Hz permite la categorizacion de las aferentes GABAérgicas activadas en

dos grupos, en los que tiene lugar la asociacion de (i) PPR < 1 (PPD) + baja ps(R;) + elevado

1
cv?

diferencias significativas en los parametros identitarios de los IPSCs GABAérgicos caracteriza-

(Ry), o bien (ii) PPR > 1 (PPF) + alta ps(R,) + bajo #(Rl). Estos grupos no presentaron

dos en este trabajo.
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Fig. 7. Comparacion de las caracteristicas identitarias de los contactos GABAérgicos entre los grupos
con PPDy PPF. (A). Latencias promedio de R1 (ms) (B). Amplitudes promedio de R; (pA) (C). Constantes
de tiempo (ms) de la relajacion de la corriente sindptica (to¢). (D). Resistencias de entrada de las neuronas
registradas (MQ). n.s.: diferencia no significativa (Mann-Whitney Rank Sum Test; A: p = 0.460; B: p =
0.091; C: p=0.195; D: p = 0.368).

El andlisis de las 5 respuestas postsinapticas (R:...Rs) provocadas por la estimulacion pre-
sinaptica a 15 Hz aport6 datos indicativos de la existencia de fendmenos de plasticidad sinaptica
de corto plazo (STP) dependientes de actividad en los contactos GABAérgicos (Dittman et
al., 2000; Fioravante and Regehr, 2011; Zucker and Regehr, 2002). Estos se expresan en el curso
de la activacion repetitiva de las aferentes GABAérgicas a 15 Hz como depresion o facilitacion

por frecuencia, existiendo asimismo un perfil de plasticidad bifasico (STB) en el que la eficacia
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de la poblacion de aferentes reclutada muestra un curso temporal mas complejo. La cuantificacion
de los indices PPRgs.7 Y STPR de las respuestas postsinapticas a los trenes de estimulacion apli-
cados permitié definir el perfil de plasticidad sindptica de corto plazo (STPg) de la poblacion
de aferentes activada en cada experimento. Los valores de estos indices para las respuestas regis-
tradas en N=58 neuronas se resumen en la Fig. 8A. De acuerdo con el STPp, las entradas GA-

BAGérgicas pudieron ser divididas en tres grupos:

1. Un grupo mayoritario (52 % de las neuronas registradas, N=30) present¢ facilitacion
por frecuencia (STF), i.e., un incremento gradual de la eficacia sinaptica de R; a
Rs. Las respuestas postsinapticas incluidas en esta categoria corresponden a aquellas
en las que tanto los valores del PPRgs 7 (1.649 + 0.195) como del STPR (2.178 £ 0.411)
fueron mayores que 1; el STPR fue en este grupo significativamente mayor que el
PPRes.7 (Wilcoxon Signed Rank Test, p < 0.001).

2. EI 28 % (N=16) presentd depresién por frecuencia (STD), i.e., una reduccion gra-
dual de la eficacia sinaptica de R; a Rs; los valores del PPRes7 (0.755 + 0.0356) y
del STPR (0.619 £ 0.0357) fueron menores que 1, siendo asimismo el STPR signifi-
cativamente menor que el PPRgg7 (Wilcoxon Signed Rank Test, p < 0.001)8.

3. Encel restante 20 % de las neuronas registradas (N=12), los valores de los indices esti-
mados no correspondieron estrictamente a ninguna de las categorias anteriores, verifi-
candose en general un incremento de la eficacia de R; a R»-3, con una reduccién ulterior
(R2-3 @ Rs). EI STPp de este grupo se definié como bifasico (STB, por short-term bip-
hasic plasticity) en concordancia con la terminologia empleada por otros autores (Ba-
rroso-Flores et al., 2017, 2015; Yasui et al., 2005). Asi, mientras que los grupos STF
y STD presentaron entre si diferencias significativas tanto en el PPRgs7 como en el
STPR, los grupos STF y STB mostraron diferencias significativas Unicamente en el
STPR; los grupos STD y STB presentaron diferencias significativas para ambos indi-

ces (ver Fig. 8A).

La existencia de tres STPp definidos por los indices PPRes7 y STPR se observa de modo
mas evidente en la Fig. 8B. En esta figura, cada k-ésimo perfil evaluado (i.e., el STPe de las
respuestas postsinapticas en cada neurona registrada, k = 1... k = 58) es representado como un
punto definido en el plano cartesiano de ejes X = PPRes.7, y = STPR, por el par de coordenadas

(PPRy; STPRy). Este grafico permite observar que los puntos correspondientes al perfil STF se

8 De las 16 neuronas incluidas en este grupo, una presenté un PPRgs- = 1.015 y un STPR = 0.713. En virtud de que el
STPR es sensiblemente inferior a 1 y de que el PPR es en cambio apenas distinto de 1 (en efecto, la diferencia R;-R,
para esta neurona no es significativa, paired t-test, p = 0.928), esta neurona se incluy6 en el grupo STD y no en el STB.
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sitian predominantemente en una region en la que se verifica STPR>PPR>1, los puntos corres-
pondientes al STD lo hacen en la regién en la que se verifica STPR<PPR<1, mientras que los
del perfil STB se distribuyen de modo menos restringido, aunque predominantemente en la region

en la que se verifica STPR<PPR>1.
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Fig. 8. Caracterizacién de los perfiles de STP. (A). Graficos de caja y linea donde se representan las
magnitudes del PPRes7 (izquierda) y del STPR (derecha) para los tres grupos de contactos (STF, STD,
STB), indicando la significacion estadistica de las diferencias entre los grupos (Kruskal-Wallis One Way
Analysis of Variance on Ranks; letras iguales: no significativo; letras diferentes: p<0.05). (B). Diagrama
en el que se representa los perfiles de plasticidad en un plano cartesiano de ejes x = PPRegs 7, y = STPR. Para
cada neurona registrada (N=58), el perfil de plasticidad de las respuestas postsinapticas se representa como
un punto al que corresponden las coordenadas PPRgs 7 (abscisas) y STPR (ordenadas). STF (e), STD (e),
STB (e). La linea vertical corresponde a PPRgs7=1, la horizontal a STPR=1, y la diagonal a la identidad
PPRgs.7=STPR. Las regiones sombreadas corresponden a aquellas en las que se verifica STPR>PPRgs 7>1
(azul) y STPR<PPRgs.7<1 (rojo). Nétese la distribucion menos regular de los contactos con perfil de tipo
STB.
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En la Fig. 9A.5 se presenta el registro de las respuestas postsinapticas de neuronas repre-
sentativas de cada uno de los tres grupos anteriormente definidos. Como puede observarse, la
eficacia sinaptica se incrementa gradualmente de R1 a Rsen un contacto del grupo STF (Fig. 9A1),
advirtiéndose en cambio una reduccion gradual de la eficacia sinaptica de R; a Rs en un contacto
del grupo STD (Fig. 9A,). Finalmente, un comportamiento mas complejo, que se caracteriza en
el ejemplo presentado en la Fig. 9As por un incremento de la eficacia de R, respecto a Ry, con una
ulterior reduccion de la eficacia desde R a Rs es evidenciado en los contactos del grupo STB. El
STPp promedio de las aferentes pertenecientes a cada grupo se representa graficamente en la Fig.
9B, donde el valor medio de cada i-ésima respuesta (Ris con N = 30, 16 0 12 segln el grupo) ha

sido normalizado al valor del primer IPSC provocado.
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Fig. 9. Perfiles de plasticidad sindptica de corto plazo (STP) en los contactos GABAérgicos. (A). Tra-
zados representativos de respuestas postsinapticas a trenes obtenidos en 3 neuronas del PnO, en las que el
curso temporal de la eficacia sindptica de las aferentes GABAérgicas reclutadas por estimulacion del
LDT/PPT tuvo un perfil facilitador (STF, A1), un perfil depresor (STD, Az) y un perfil bifasico (STB, As).
Se superpone en cada caso 20 trazados consecutivos (gris) y el trazado promedio con linea méas gruesa
(azul: STF; rojo: STD; negro: STB). (B). Perfiles de plasticidad de corto plazo (STPp) de los contactos
GABAérgicos. En el grafico se representan los valores medios £ SEM de los i-ésimos IPSCs (R1a Rs) para
cada grupo normalizados al valor medio del primer IPSC (Ri/R1), en funcién del nimero de IPSC (R1...R5):
STF (e), N=30; STD (e), N=16; STB (e), N= 12. Las lineas entrecortadas que unen los puntos no repre-
sentan ajustes, sino que se han trazado al solo efecto de facilitar la visualizacion de los perfiles; con igual
objetivo se ha empleado una escala logaritmica en el eje de ordenadas. Las letras con igual subindice (i=
2...5) indican la significacidn estadistica de la comparacién del R; correspondiente (Kruskal-Wallis One
Way Analysis of Variance on Ranks; letras iguales: no significativo; letras distintas: p<0.05). En el inserto
se muestra mediante un gréafico de barras la frecuencia absoluta de contactos (ordenadas) correspondientes
a cada uno de los grupos.
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En concordancia con los resultados expuestos, la cuantificacion conjunta del PPRes7 y el
STPR permite una categorizacion no ambigua del STPr de un contingente de aferentes en las
condiciones de activacion ensayadas en los grupos STF, STD y STB, tal como ponen de mani-
fiesto la representacién grafica presentada en la Fig. 8B y el no solapamiento de los STPe pre-
sentados en el gréfico de la Fig. 9B.

Se graficd para cada neurona la eficacia sinaptica (R: amplitud media de cada i-ésimo
IPSC provocado por el tren incluyendo fallos) en funcion del tiempo (i.e., R = f(t)), ajustandose
una exponencial de la forma y = Ae~%/% + C en cada caso (Fig. 10A). La constante T de esta expo-
nencial puede definirse como la constante de tiempo del curso temporal de la eficacia sindptica
en condiciones de activacion repetitiva a 15 Hz (t,5 y,) para la poblacién de aferentes reclutada
(Barroso-Flores et al., 2017, 2015). Las 1,5y, No mostraron diferencias entre los grupos STF,
STD y STB (Fig. 10B;). En todos los casos el coeficiente de regresion r? para el ajuste fue >
0.821; la adecuacion de este ajuste indica que para un tiempo t suficientemente prolongado (t >
T15 5z ), 1a magnitud de la eficacia sinéptica del contacto tendera a alcanzar un estado estacionario
de magnitud constante R, (i.e., cuando t > T;5 4 R = R ). La duracion de los trenes de esti-
mulacién aplicados (~266.7ms) fue superior a 2 - t;5 ., para el 75% o méas de los casos en los
grupos STBy STF, y en mas del 50% de los casos en el grupo STF, resultando entonces suficiente
para que la magnitud de la eficacia sinaptica alcanzada sea > 85% de R, (Fig. 10B>). Estos re-
sultados indican que, en las condiciones experimentales ensayadas, la magnitud de la eficacia
sinaptica de estos contactos tiende a alcanzar un estado estacionario, a cuyo valor se apro-
ximo la eficacia del altimo IPSC (Rs) provocado por el tren en la mayor parte de los ensayos

llevados a cabo.

>>
Fig. 10. Curso temporal de la eficacia sinaptica de las aferentes GABAérgicas. (A). Graficos de R =
f(t) para todas las neuronas registradas. Puesto que los intervalos interestimulo son de duracion constante
(1/15 Hz x 1000 ms), el numero de IPSC (1...5) pudo transformarse en el instante de ocurrencia del evento
postsinaptico (siendo t = 0 el instante de aplicacién del primer estimulo), obteniendo la representacion de
R en funcién del tiempo, resultando f(0) = Ry, f(66.67ms) = R, ... f(266.67ms) = Rs. En cada gréafico
(STF, STD, y STB), los puntos alineados en un mismo instante () corresponden a la amplitud media (in-
cluyendo fallos) del i-ésimo IPSC (R .. 5) registrado en una neurona (n = 20-60 trazados consecutivos). Para
los perfiles STF y STD se ajusté a los 5 puntos del grafico una exponencial de la forma y = de~t/* + C,
mientras que para el perfil STB se ajustd una exponencial de igual forma a los puntos correspondientes a
R....Rs. Las lineas entrecortadas verticales en el gréfico del grupo con perfil STB indican el intervalo en el
cual el ajuste exponencial fue realizado. Con fines ilustrativos, se representa en los mismos gréficos el valor
medio grupal de cada R; (e STF; e STD; @ STB) + SEM, y la curva de ajuste exponencial correspondiente.
La constante de tiempo de estos tres ajustes promedio tuvo los siguientes valores: 99.66 + 7.90 ms (STF),
67.24 +9.24 ms (STD) y 85.30 + 96.90 ms (STD). (B1). Graficos de caja y linea de los valores de las T;s 5
para los tres grupos, indicandose la no existencia de diferencias significativas (Kruskal-Wallis One Way
Analysis of Variance on Ranks; letras iguales: no significativo, p = 0.874). Los valores medios de la t;5 4,
(t3sn,) correspondieron a 132.83 + 25.09 ms (STF), 80.61 + 10.4 ms (STD) y 87.91 + 10.2 ms (STB)).
(B2). Graficos de caja y linea en los que se muestran los valores de 2 X T, iy, para cada grupo, junto con
los instantes de aplicacion de los estimulos que provocan las respuestas postsinapticas Ri...Rs, esquemati-
zadas en la parte superior del grafico. El area sombreada corresponde a la duracion del tren, poniendo de
manifiesto que la misma es superior a 2 - T, 4, para el 75% o mas de los casos en los grupos STB y STF,
y para mas del 50 % de los contactos pertenecientes al grupo STF.
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Los cambios en la eficacia sinaptica de los grupos STF, STD y STB se acompafaron de
cambios correlativos en la magnitud de 1/CVZ (de R1 a R5) (Fig. 11A). Puesto que este parametro
constituye un estimador indirecto del estado funcional presinaptico (ver Materiales y Métodos),
estos datos sugieren un origen presinaptico de la STP (Kraushaar and Jonas, 2000, 2000; Pe-
droarena and Schwarz, 2003; Silver, 2003). Asi, el grupo de aferentes con STF mostrd un incre-
mento significativo de 1/CV% entre Ri-R y entre R-Rs, mientras que este parametro no se modi-
ficd mas alla de R; en los sucesivos pares de respuestas postsinapticas. Para el grupo de aferentes
con STD se observd una progresion de 1/¢V% de caracter opuesto al anterior, evidenciandose una
reduccidn significativa de este parametro entre R1-R2 sin cambios que alcanzaran significacion
estadistica entre los sucesivos pares mas alla de R.. EI grupo con perfil STB present6 un incre-
mento significativo de 1/cV% entre Ri-R,, sin diferencias entre R>-Rs; en la parte inferior del
grafico correspondiente se esquematiza un trazado de este perfil donde se sefiala que Rs mostro,
tal como ha sido mencionado, niveles variables facilitacion respecto de R». El valor de 1/CV3 se
redujo para este grupo entre Rs-Ra, sin mostrar diferencias entre R4-Rs.

Los grupos STF y STD mostraron diferencias significativas en los valores de 1/CVZ para
R1, mientras que ninguno de los grupos present6 diferencias con el STB (Fig. 11B, izquierda).
Asimismo, los grupos STD y STB no se diferenciaron por el valor de ps(R;), mientras que ambos

lo hicieron del grupo STF (Fig. 11C). En la Fig. 11D se representa adicionalmente los valores
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del PPRes.7 (izquierda) y del STPR (derecha) en funcion de los valores de 1/CV¢# para Ri. Los
datos fueron adecuadamente ajustados por una funcion hiperbdlica de la forma y = (a/x) + b,
indicando la relacion inversa entre los valores de estos parametros y el de 1/¢Vz . Finalmente, no
se hall6 significacion estadistica para las diferencias en los valores de 1/cV# evaluados en Rs
entre los grupos (Fig. 11B, derecha p = 0.894). Conjuntamente estos resultados sugieren que el
perfil de plasticidad de un grupo de aferentes (particularmente la expresion de STF o STD) de-

pende del valor inicial de 1/CV; (estimador indirecto de p,(;=¢)), Yy que, asimismo, los tres STPe

alcanzan estados presinapticos similares en condiciones estacionarias.
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Fig. 11. Estimacién de la funcion presinaptica de las aferentes GABAérgicas y su evolucion en el
curso de la activacion repetitiva. (A). Gréficos de caja y linea donde se representan los valores de 1/CV?
de los sucesivos Ri (R1...R5) correspondientes a los grupos STF (izquierda), STD (centro) y STB (dere-
cha). Debajo de cada gréafico se muestra un trazado promedio representativo del perfil de plasticidad de
cada grupo. Para el grupo STB se sobreimprime dos trazados a los efectos de ilustrar que Rz presenta niveles
variables de facilitacion respecto de R. En cada gréfico se indica la significacion estadistica (paired t-test
*: p<0.05) de la comparacion entre los sucesivos pares de respuestas (Ri; Ri+1); para los pares entre los que
no se evidenci6 una diferencia significativa se indica el valor de p sobre el grafico. (B). Gréaficos de cajay
linea para los valores de 1/CV? de R; (izquierda) y 1/CV2 de Rs (derecha) en los grupos STF, STD y STB.
(C). Probabilidades de fallos (pf) en R1 para los tres grupos. B y C: Kruskal-Wallis One Way Analysis of
Variance on Ranks; letras iguales: no significativo; letras distintas: p<0.05. (D). Gréficos de los valores
del PPRes.7 (izquierda) y del STPR (derecha) en funcion del valor de 1/CV? de Ru para las respuestas
analizadas en N=58 neuronas. Los colores indican el perfil de plasticidad correspondiente a cada punto (e
STF; e STD; e STB). Las curvas sobreimpresas corresponden al ajuste de una hipérbole y = (a/x) + b
(Debanne et al., 1996); se muestra en cada grafico el valor correspondiente del coeficiente de correlacion
resultante. Obsérvese que los valores del PPRegs.7 y del STPR se localizan por encima (STF) y por debajo
(STD) de 1 en ambos graficos. A los perfiles STF y STD correspondieron asimismo los valores mas bajos
y mas altos, respectivamente, de 1/CV;#, mientras que para el perfil STB la distribucion es menos acotada.

4.3. MODULACION NICOTINICA Y MUSCARINICA DE LOS FENOME-
NOS PLASTICOS DE CORTO PLAZO EN AFERENTES GABAérgicas AL
PnO

Se llevo a cabo dos series de experimentos empleando el disefio que se esquematiza en la
Fig. 12A, registrando los IPSCs provocados por la estimulacion del LDT/PPT (trenes de 5 esti-
mulos a 15 Hz) en neuronas del PnO, antes y luego de la inyeccion local de los agonistas coli-
nérgicos nicotina y muscarina. Se obtuvo entre 20 y 100 trazados en condiciones control (corres-
pondientes a entre ~3.33 y ~10 min.). Los registros obtenidos tras la aplicacion del agonista tu-
vieron una duracién media de 17.03 + 2.99 min.® En una primera serie se procedi6 a la aplicacién
yuxtacelular (ver Materiales y Métodos) del agonista colinérgico muscarina (20 uM; N = 7); en
la segunda serie se aplico nicotina (10 uM; N = 6). Se evalué en primer lugar las modificaciones
en la magnitud de la eficacia sinaptica del primer IPSC (R1) provocadas por la aplicacién de los
agonistas. R1 se cuantificé a intervalos de 3.33 minutos, sobre los promedios de 20 trazados con-
secutivos en los que fueron incluidos los fallos. Los efectos del agonista aplicado sobre los indices
PPRes7, STPR, 0 los parametros 1/CV? y Q;,, (ver mas adelante) fueron evaluados en el periodo
correspondiente al cambio maximo de Ri.

En la Fig. 12B, se representa graficamente la magnitud de R1 (pA) en funcién del tiempo

(min.) para un experimento en el que se aplicé muscarina, evidenciandose una reduccion de dicha

% Los 13 experimentos incluidos en esta seccién son exclusivamente aquellos en los que no se constaté modificaciones
de la R (=2 20%) u otros elementos indicativos del deterioro de las condiciones de registro, tales como modificaciones de
la corriente inyectada (lnoiq) para el mantenimiento de un V,, = =70 mV.
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variable tras la inyeccion del agonista. En todos los experimentos de la serie muscarina provoco
una reduccion de R; (35.5 + 9.5 %; N=6) que alcanzd significacion estadistica (p<0.05; Fig.
12B>). El efecto maximo tuvo lugar a los 7.54 + 1.59 minutos tras la aplicacion del agonista.

La aplicacion de nicotina provocé los efectos que se muestran en la Fig. 12C. En todos los
casos se produjo un incremento de R; (32.3 £ 5.9 %, N = 6) que alcanzd significacion estadistica
(p<0.05; Fig. 12C>). El efecto maximo de nicotina se alcanz6 a los 2.75 £ 0.84 min. de realizada
la inyeccién. Los efectos de ambos agonistas sobre R; fueron reversibles (ver Figs. 12B; y Cy);

el valor inicial de Ry se recuperd en periodos variables que no superaron los ~15 min.
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Fig. 12. Efecto depresor (muscarinico) y facilitador (nicotinico), evidenciados como modificaciones
de la eficacia sinaptica de Ri1. (A1). Esquema que representa el disefio experimental empleado para la
estimulacion del LDT/PPT v el registro de IPSCs en neuronas del PnO. Se esquematiza el tren de pulsos
aplicado indicando el IIE. En el LDT/PPT se esquematizan neuronas GABAérgicas (gris oscuro) y no GA-
BAGérgicas (gris claro). Los IPSCs GABAérgicos fueron aislados farmacolégicamente (KYN 5 mM). Se
representa la pipeta para microinyeccion de agonistas por presion (flecha). (A2). Imagen 40X (DIC-IR)
donde se muestra una neurona del PnO en la que puede advertirse dos prolongaciones (puntas de flecha),
indicandose la posicion de la pipeta de registro (*) y la de inyeccion (**). Cal.: 25 um. (Bz1). Amplitud de
R1 (media + SEM, eje de la izquierda) en funcidn del tiempo; el grafico de barras sobreimpreso (eje de la
derecha) representa los valores de Ry como porcentajes del primer punto (la linea entrecortada horizontal
indica el 100%). Cada valor se obtuvo promediando 20 trazados. La flecha vertical (t = 0) indica el instante
de aplicacién de muscarina 10 uM (700 ms, 20 psi). El asterisco sefiala el efecto maximo sobre R;. La linea
entrecortada horizontal sefiala la amplitud media de R1 en condiciones control. (Bz) Grafico que muestra
los valores medios de Ry antes (Ctrl.) y durante el efecto maximo de muscarina (Musc.; paired t-test, N=7).
(C1,2). Mismas representaciones que en B1, (respectivamente) pero para la aplicacion de nicotina 20 uM
(300 ms, 10 psi). Paired t-test, N=6.

En todos los experimentos realizados, los efectos muscarinico y nicotinico sobre R; aso-
ciaron modificaciones del PPRes7. Muscarina provocd un incremento del PPReg7 del 25.86 +
4.5 %. Los valores del PPRes7 durante el efecto maximo del agonista (1.30 £ 0.17) fueron signi-
ficativamente mayores que los valores de este indice en condiciones control (1.02 + 0.11, Fig.
13Ay). Nicotina provoco por el contrario una reduccion del PPReg7 (35.12 £ 7.27 %). Los valores
del PPRgs.7 durante el efecto maximo del agonista (0.93 £ 0.09) fueron significativamente meno-
res que los valores de este indice en condiciones control (1.50 + 0.18; Fig. 13B,). De acuerdo con
estos resultados, muscarina y nicotina provocaron modificaciones de la eficacia sinaptica (R1)
que, por asociarse a cambios consecuentes del PPRgs 7, poseen un origen presinaptico: mientras

muscarina produjo una depresion presinaptica, nicotina provocé una facilitacion presinaptica.

Fig. 13. Modificaciones del PPRgs.7 durante

A Muscarina By Nicotina los efectos méaximos nicotinico y muscari-
- - nico. Promedios de n=20 trazados mostrando
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R,) a la estimulacién de aferentes GABAérgi-
- . cas obtenidos en condiciones control (gris) y
40 ms 40ms durante el efecto maximo de muscarina (A1,
A, B, trazado en azul) y nicotina (31, trazado en roj_o)
04 04 en experimentos representativos de cada serie.
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2.2 N 2.2 . . -
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€ 16 © 16 (A2). Gréficos de caja y linea donde se repre-
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46



Seguidamente nos preguntamos si la modulacion de la eficacia sinaptica provocada por
muscarina y nicotina era capaz de modificar de manera especifica el perfil de plasticidad sinap-
tica de corto plazo de los contactos GABAérgicos. En la Fig. 14A; se representa el STPe control
y durante el efecto maximo de muscarina en tres experimentos representativos. Los casos corres-
ponden a perfiles control de tipo STF, STB y STD. Siguiendo el mismo esquema, en la Fig. 14A;
se presentan tres STPp control y los correspondientes al efecto maximo de nicotina en tres expe-
rimentos seleccionados. Los ejemplos presentados sugieren que los agonistas colinérgicos ensa-

yados modifican de modo especifico el STPe.
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Fig. 14. Modulacién muscarinica y nicotinica del perfil de plasticidad sindptica de las aferentes GA-
BAérgicas. (A1, A2). En los gréficos se representan los STPe (Ri/R1 en funcién del nimero de evento pos-
tsinaptico, Ri...Rs) en condiciones control (o) y durante los efectos maximos de muscarina (e, A1) y nico-
tina (e, A2). Para ambas series experimentales se han seleccionado ejemplos en los que las respuestas en
condiciones control mostraron perfiles de tipo STF (arriba), STB (centro) y STD (abajo). (B1). Gréficos de
caja y linea donde se representan los valores del STPR en condiciones control (Ctrl.) y durante el efecto
maximo de muscarina (Musc.) (Wilcoxon Signed Rank Test, N=7). (B2). Misma representacién que en B,
pero para la aplicacion de nicotina (Nic.); Wilcoxon Signed Rank Test, N=7.
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Se analizo posteriormente las modificaciones del indice STPR provocadas por ambos ago-
nistas, a los efectos de obtener una descripcion de caracter cuantitativo de las modificaciones del
perfil de plasticidad de los contactos. La aplicacion de muscarina provocé un incremento signi-
ficativo del STPR, desde un valor medio de 1.33 £ 0.39 (control) a 2.12 £+ 0.57 durante el efecto
méaximo del agonista (Fig. 14A,, N=7). La aplicacion de nicotina estuvo por su parte asociada a
una disminucién significativa del STPR en los 6 experimentos realizados (Fig. 14B; control:
1.35 + 0.16; efecto maximo: 0.92 + 0.09).

En las Figs. 15A y B se muestra un resumen de los efectos muscarinico y nicotinico sobre
los indices PPRgs7 Y STPR, mediante una representacion andloga a la introducida previamente
en la Fig. 8B. Los resultados presentados en esta seccion y resumidos en la figura referida ponen
de manifiesto que:

1. Muscarina y nicotina provocaron modificaciones especificas y de caracter opuesto en el
perfil de plasticidad sinaptica de las aferentes GABAérgicas (caracterizado por los indices PPRgg 7
y STPR).

2. Mientras que muscarina produjo un efecto modulador tendiente a la facilitacion en el
curso de la activacion presinaptica repetitiva a 15 Hz (i.e., facilitacion por frecuencia), nicotina
tuvo un efecto tendiente a la depresion por frecuencia en estas condiciones.

3. Puesto que tanto en los experimentos en los que se aplic6 muscarina como en aquellos
en los que se aplico nicotina las coordenadas (PPRes.7; STPR) en condiciones control se ubicaron
en diversos cuadrantes del plano (comparese con el diagrama de la Fig. 8B), los efectos modula-

dores de estos agonistas parecen no depender del STPp preexistente en los contactos analizados.

A Muscarina B Nicotina
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Fig. 15. (A). Diagrama en el que se representa los perfiles de plasticidad en un plano cartesiano de ejes x =
PPR, y = STPR. Cada experimento se representa por dos puntos en el plano cartesiano de ejes x = PPR, y =
STPR, correspondiendo a cada uno un punto inicial, definido por los valores del PPR y el STPR en condi-
ciones control (PPRcyi; STPRcm, @) y un punto final, definido por los valores de estos indices durante el
efecto maximo de muscarina (PPRema; STPRemax, ®). La correspondencia entre los valores inicial y final
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en cada experimento se ilustra mediante vectores sobreimpresos. Se indica con un asterisco (*) una neurona
en la que tuvo lugar una ligera reduccion del STPR durante el efecto maximo muscarinico, y que corres-
ponde al primer ejemplo de la Fig. 14A1. Los nimeros indican perfiles STF (1), STB (2) y STD (3). Se ha
omitido un experimento en el que el incremento del PPR fue de un 306 % y el del STPR de un 466 %, a los
efectos de facilitar la visualizacién de la representacion grafica. (B). Mismo diagrama que en A, pero mos-
trando los efectos de nicotina (e).

Los resultados precedentemente expuestos no permiten inferir sin embargo los efectos mus-
carinico y nicotinico netos sobre la magnitud de la inhibicion GABAérgica, resultantes de la re-
duccion de Ry asociada a STF (provocada por muscarina) o del incremento de R1 asociado a STD
(provocado por nicotina). A los efectos de avanzar en la dilucidacién de esta interrogante, se
cuantifico la carga inhibidora transferida (Q;,s) a las neuronas del PnO durante la activacion
presinaptica repetitiva de las aferentes GABAérgicas, antes (control) y durante el efecto maximo
de los agonistas colinérgicos ensayados en cada serie experimental. La cuantificacion de este pa-
rdmetro constituye una forma de estimar la magnitud total de la inhibicion postsindptica pro-
vocada por el tren de respuestas postsinapticas (Lu and Trussell, 2000; Nusser et al., 2001;
Rosenmund and Stevens, 1996). -23.657 28.237 10.673

Muscarina provoco una reduccién significativa (23.66 + 10.7 %, p<0.05) del area total
bajo el trazado I,,, = f(t) (Fig. 16, izquierda). En 1 de los 7 experimentos se verificd un ligero
incremento (< 10 %) de dicha magnitud. Estos resultados ponen de manifiesto que el efecto neto
de muscarina es el de una reduccién en la magnitud de la inhibicion postsinaptica de tales con-
tactos en las condiciones de actividad presinaptica ensayadas. Nicotina provocé una reduccion de
un 13.74 £ 3.9 % de la Q;,, (Fig. 16, derecha). La reduccion de la Q;,; provocada por nicotina
concuerda con el efecto promotor de depresién por frecuencia (i.e., la reduccién gradual de la
eficacia de la transmision GABAérgica) de este agonista.

Estos resultados sugieren finalmente que, en condiciones de activacion presinaptica repe-
titiva a 15 Hz, ambos agonistas promueven una disminucion en la magnitud de la inhibicion
postsinaptica, i.e., de la Q;,,, aun cuando tales agonistas exhiban efectos de caracter antagonico
sobre el STPp de las aferentes GABAérgicas. La confirmacién de esta proposicion requiere de

experimentos adicionales, tal como sera referido en la seccidn de Conclusiones y Perspectivas.
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5. DISCUSION

La transmision sindptica constituye un proceso dindmico, cuya eficacia se halla sujeta a
cambios plasticos dependientes de la actividad presinéptica. Las formas de plasticidad de corto
plazo correspondientes a la STF y a la STD desempefian un importante papel en el control de la
transmision y el procesamiento de la informacion neural (Markram et al., 1998; Tsodyks et al.,
1998; Zucker and Regehr, 2002). La capacidad operativa de un circuito neural se incrementa
significativamente como consecuencia de la modulacion de los mecanismos subcelulares que
subyacen a la STP. Esta clase de modulacién (que incluye a la modulacién heterosinéptica) es
considerada una forma de metaplasticidad *° (Zhao et al., 2011) capaz de controlar las propieda-
des plasticas intrinsecas de un contacto sinaptico (Fischer et al., 1997; Baimoukhametova et al.,
2004; Sakurai and Katz, 2009; Zhao et al., 2011).

En el PnO, nacleo del sector rostral de la PRF implicado en la ejecucion de los componentes
fundamentales del S-REM, tiene lugar una compleja interaccidn entre los sistemas de neurotrans-
mision GABAérgico y colinérgico (Maloney et al., 1999; Marks et al., 2008; Pollock and Mis-
tiberger, 2003; Sanford et al., 2003; Xi et al., 2001, 1999). Se evalud in vitro las modificaciones
de la eficacia sinaptica resultantes de la activacion presinaptica repetitiva de aferentes GABAér-
gicas a neuronas del PnO empleando patrones fisioldgicos de estimulacion del LDT/PPT (15 Hz,
Boucetta et al., 2014), y su modulacion por agentes colinomiméticos. Mediante la aplicacion local
en el PnO de los agonistas muscarina (10 uM) y nicotina (20 uM), se procedio a una reevaluacion
de los efectos moduladores colinérgicos sobre la eficacia sindptica de dichas entradas GABAér-
gicas, activadas repetitivamente a frecuencias de 15 Hz. Los resultados obtenidos en este trabajo
ponen de manifiesto que:

(). Las sinapsis GABAgérgicas entre aferentes activadas por la estimulacion del LDT/PPT
y neuronas del PnO, exhiben diferentes perfiles de plasticidad sinaptica de corto plazo (STPs):
52% de los casos presentd facilitacion por frecuencia (STF); 28 % presentd depresion por fre-
cuencia (STD); en el restante 20 % de los casos analizados la eficacia sinaptica presenté una
evolucion de caracter mas complejo, con elementos sugestivos de una combinacion de mecanis-
mos facilitadores y depresores (ver mas adelante), categorizandose esta forma de plasticidad
como bifasica (STB).

10 E| término metaplasticidad, (introducido por Abraham y Bear [1996]), refiere en su concepcion original a la modificacion
de la capacidad de un contacto sinaptico para la induccién o expresién de fenémenos plasticos tales como la LTP (por
“‘long-term-potentiation”) o la LTD (por “long-term-depression”), como resultado de la actividad neuronal o sindptica pre-
via. En sentido mas general el término se emplea para hacer referencia a lo que Abraham y Bear definieron como “plas-
ticidad de la plasticidad [sinaptica]”; la metaplasticidad corresponde asi a un orden superior de plasticidad, capaz de
modificar los procesos intrinsecos de induccién y/o expresion de un fenémeno plastico en un contacto sinaptico.
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(11). En las condiciones de activacion presinaptica ensayadas, la aplicacion local en el PnO
de los agonistas colinérgicos muscarina y nicotina, es capaz de promover modificaciones carac-
teristicas del STPe de los contactos GABAérgicos. El efecto muscarinico consistié en una reduc-
cion de la eficacia de la primera respuesta al tren de estimulos, con el aumento concomitante de
los indices PPRgs7 y STPR. El efecto nicotinico, por el contrario, consistié en un incremento de
la eficacia sinaptica de la primera respuesta, asociada a la reduccion de los indices PPRes7 y
STPR. Estos efectos fueron independientes del STPr inicial de los contactos.

(111). Independientemente asimismo del STPe inicial de los contactos, ambos agonistas
provocaron una reduccion de la magnitud de la inhibicion postsinaptica GABAérgica (Q;,p) du-
rante la activacion repetitiva de las aferentes con patrones fisiolégicos de estimulacién.

(I'V). Los datos presentados indican asimismo que tanto el fenémeno pléstico resultante de
la activacién presinaptica repetitiva de las aferentes GABAérgicas (STP) como su modulacién
heterosinaptica mediada por la activacién de nAChRs y mAChRs, dependen de mecanismos pre-
sinapticos.

Conjuntamente, los resultados aportados por el presente trabajo concuerdan con la existen-
cia de fendmenos metaplasticos sobre la STP de sinapsis GABAérgicas en el PnO, y resultantes
de mecanismos moduladores colinérgicos dependientes de la activacidn de receptores nicotinicos

y muscarinicos presinpticos.

5.1. LAS CARACTERISTICAS DE LOS IPSCs REGISTRADOS CON-
CUERDAN CON LA ACTIVACION DE UNA POBLACION RELATIVA-
MENTE HOMOGENEA DE AFERENTES GABAérgicas.

En la Introduccidn se hizo referencia a trabajos en los que se pone de manifiesto la exis-
tencia de efectos moduladores colinérgicos sobre entradas glutamatérgicas y GABAérgicas en
diversas regiones de la PRF (Heister et. al. 2009; Weng et. al. 2014). Tal como ha sido anterior-
mente mencionado, el origen de las aferentes GABAérgicas o glutamatérgicas implicadas no fue
determinado en estos trabajos. En el presente estudio, la poblacién de entradas GABAérgicas
analizada se restringi6 a la de aquellas originadas presumiblemente en el LDT/PPT*! (sitio donde
se localiz6 el electrodo de estimulacién), obteniéndose el registro de las respuestas postsinapticas
exclusivamente en neuronas pertenecientes a un area circunscripta de la rPRF, correspondiente al
PnO ipsilateral al sitio de estimulacién seleccionado. Las propiedades electrofisioldgicas de las

neuronas registradas en esta region (Fig. 5) guardan razonable similitud con las previamente

11 para evidencias adicionales de la existencia de proyecciones monosinapticas directas del LDT/PPT al PnO ver Kuni-
zawa, 2016; Pino, E et al., 2017
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identificadas en dicha region por nuestro grupo (ver por ejemplo Pino, et al., 2017) y reportadas
asimismo por otros autores. Estas caracteristicas fenotipicas incluyen la presencia de espiga de
bajo umbral (LTS), asi como la presencia de respuestas del Vi, a pulsos inyectados de corriente
(Im) compatibles con la activacion de las corrientes de K* de tipo 1a y la corriente cationica acti-
vada por hiperpolarizacion (In) (Gerber et al., 1989; Ito et al., 2002; Nufez et al., 2002, 1997) 12,

Los IPSCs GABAérgicos registrados en estas neuronas presentaron caracteristicas identi-
tarias similares a las previamente consignadas por nuestro grupo (ver Tabla 1); especificamente,
las 7, de estos IPSCs no presentaron diferencias entre grupos funcionalmente distinguibles se-
gun los valores adoptados por el PPRes7 (Fig. 7, ver ademas siguiente seccién). Las latencias al
pie de los IPSCs (7.63 + 0.31 ms) mostraron una variabilidad relativamente baja (ver Material
Suplementario, Fig. S1), dato indicativo de que las aferentes GABAérgicas activadas por estimu-
lacion del LDT/PPT establecen contactos monosinapticos con las neuronas del PnO (Doyle and
Andresen, 2001; McDougall et al., 2008; ver asimismo criterios explicitados en Materiales y Mé-
todos). La reducida variabilidad de las latencias, asi como la ausencia de eventos postsinapticos
multiples en respuesta a los estimulos aplicados (ver por ejemplo Fig. 9) se hallan ademas en linea
con la activacion sincronica de aferentes GABAérgicas, que exhiben velocidades de conduccion
de magnitud comparable (estimada en 0.17 m/s, ver Kunizawa, 2016).

En conjunto, los datos resefiados concuerdan con la proposicion de que en las condiciones
ensayadas tiene lugar el reclutamiento de un conjunto relativamente homogéneo e identificable
de aferentes GABAérgicas, originadas en una Unica poblacion neuronal localizada en el
LDT/PPT. Cabe no obstante sefialar que los IPSCs registrados en las neuronas del PnO corres-
ponden a eventos postsinapticos compuestos (Jonas et al., 1998; Kasyanov et al., 2000), resultan-
tes de la activacion de una poblacion de contactos GABAérgicos como consecuencia de la esti-
mulacion eléctrica del LDT/PPT. El nimero y origen preciso de las aferentes GABAérgicas ac-
tivadas, el nimero y la distribucion espacial (Armstrong and Gilly, 1992; Poleg-Polsky and Dia-
mond, 2011; Richter et al., 1996) de las terminales GABAérgicas sobre el elemento postsinaptico
(localizacion perisomética o dendritica distal [Freund and Katona, 2007)]), asi como el nimero
de sitios de liberacidn/zonas activas por terminal (Branco and Staras, 2009), no han sido especi-
ficamente determinados; la heterogeneidad de los caracteres morfolégicos de las entradas sinap-
ticas podria no obstante asociarse a diferencias significativas en las caracteristicas funcionales de
las respuestas postsinapticas compuestas (Cox et al., 1997). Los elementos previamente consig-
nados asi como la eventual no uniformidad de los pardmetros cuantales de las terminales presi-
napticas que componen a la poblacion reclutada en cada ensayo (modelo binomial compuesto)

restringen la interpretacion de los resultados (Clements, 2003; Dobrunz and Stevens, 1997; Silver,

12 Las neuronas del sector de la PRF implicado en la ejecucion de los signos cardinales del S-REM han sido clasificadas
por estos autores en dos categorias (Tipo | y Tipo Il) de acuerdo con la presencia (Tipo II) o ausencia (Tipo 1) de rectifi-
cacion mediada por la corriente Iy.
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2003; Walmsley et al., 1988). En virtud del caracter compuesto de los IPSCs analizados, la des-
cripcién cuantitativa de la eficacia sinaptica a través del valor medio del i-ésimo IPSC (inclu-
yendo fallos), los indices PPRes7 y STPR, la probabilidad de fallos o la cuantificacion de 1/CV?,
asi como la definicion de un “estado funcional” de las aferentes considerada a continuacion, se
restringe al comportamiento promedio de una poblacion de contactos (Debanne et al., 1996; Do-
brunz and Stevens, 1997).

5.2. LAS AFERENTES GABAérgicas ACTIVADAS PRESENTAN AL ME-
NOS DOS ESTADOS FUNCIONALES.

La PPF y la PPD se asocian a una baja o alta p,., respectivamente (Bekkers and Stevens,
1990; Dobrunz and Stevens, 1997; Hess et al., 1987; Schulz et al., 1994, Stevens and Wang, 1995;
Zucker, 1989, 1973). El PPRes7 de las respuestas GABAérgicas registradas fue mayor a 1 en un
69 % de los casos (PPF); en el 31 % restante se verifico PPD (Fig. 6). Estos resultados sugieren
la existencia de dos estados funcionales de las aferentes GABAGérgicas, i.e., un estado de elevada
pr (PPD) y uno de reducida p,- (PPF). Las diferencias en la ps; y en los valores de 1/CV? del
primer IPSC entre ambos grupos (Fig. 6) apoyan asimismo esta hipotesis (Debanne et al., 1996;
Faber and Korn, 1991; Malinow and Tsien, 1990).

Mientras que el PPRes7 permitié definir dos grupos funcionales (i.e., PPD y PPF), el ana-
lisis de la eficacia sinaptica de las respuestas provocadas por la estimulacién del LDT/PPT con
trenes de 5 pulsos a 15 Hz revel6 la existencia de tres clases de fendmenos plasticos de corto plazo
en los contactos GABAérgicos (Figs. 8 y 9). Estos consisten en la facilitacion por frecuencia
(STF, donde STPR>PPRss7>1), la depresion por frecuencia (STD, donde STPR<PPRgs 7<1), asi
como un STPp de caracter mas complejo, con elementos que sugieren una combinacion de me-
canismos facilitadores y depresores, referido como perfil bifasico (STB, verificandose en general
STPR<PPRgs7>1).

Diversos modelos explican los fenémenos de STF y STD en términos de los cambios
dinamicos de la probabilidad de liberacion (p,), la fraccién disponible de sitios activos

(ﬁ/nT, siendo 7. el nimero de sitios disponibles) o la disponibilidad de vesiculas pertenecientes al

RRP (ver para revision Fioravante and Regehr, 2011); la compensacion mutua entre los procesos
dinamicos de facilitacion y depresion dependientes de frecuencia, determina que durante la acti-
vacion presinaptica repetitiva, la eficacia del contacto alcance un valor estable o de estado esta-
cionario (Turecek et al., 2016). Las modificaciones correlativas de 1/CV% y Ri evidenciadas en
el curso de la activacion presinaptica de las aferentes GABAérgicas en este trabajo (Fig. 11A)
son compatibles con la participacion de mecanismos presinapticos (e.g., la modificacién gradual

de la p, durante la actividad repetitiva) en la expresion de STF, STD o STB en las aferentes
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GABAérgicas estudiadas. Asimismo, tal como se muestra en la Fig. 10, la eficacia sindptica en
los tres grupos de aferentes (STF, STD y STB) alcanz6 un estado estacionario en las condiciones
de activacion ensayadas, resultado compatible con la hip6tesis de la compensacion mutua entre
procesos de facilitacion y depresidn, previamente sefialada.

Modelos de STP tales como los referidos en el parrafo anterior proponen la existencia de
una relacién causal entre la expresion de STF o STD vy el estado presinaptico inicial de los
contactos sinapticos (ver por ejemplo Dittman et al. 2000; Jackman and Regehr, 2017; Turecek

etal., 2016). La facilitacion por frecuencia ocurre en contactos con una baja p;. inicial (p, ;=) <
1), mientras que contactos sinapticos con una elevada p,;—o) exhiben caracteristicamente STD.

Los grupos STF y STD de aferentes GABAérgicas presentaron diferencias significativas en los
valores de 1/CV? para R; (estimador indirecto de la p,¢=¢)) Y del PPRes.7, concordantes con estos
modelos (Debanne et al., 1996; Faber and Korn, 1991; Malinow and Tsien, 1990). El grupo STB,
en cambio, no mostro diferencias con los demas en cuanto al valor de 1/¢V? para Ry, presentando
valores de un rango intermedio entre los correspondientes a los grupos STFy STB, y un PPRes 7
con valores que se diferenciaron del grupo STD, pero no del STF. Adicionalmente, los grupos
STD y STB no se diferenciaron por la probabilidad de fallos de R, mientras que ambos lo hicie-
ron del grupo STF, en el que se presentaron los valores mas elevados para este parametro (Fig.
11B y C). Por Gltimo, en la figura Fig. 11D se pone de manifiesto que la magnitud de los indices
PPRes7 Y STPR (pardmetros que definen el STPp, ver Fig. 8B) varia inversamente con el valor
inicial de 1/cV?. Estos resultados concuerdan con la existencia de un estado funcional presinap-
tico de baja eficacia inicial (i.e., de baja p, =gy ), y del que resulta la expresion de STF, y un
estado de elevada eficacia inicial (i.e., de elevada p,;=o)), del que resulta la expresion de STD;

la STB podria ser consecuencia de la existencia de un estado de eficacia inicial de magnitud
intermedia, en el que caracteristicamente ocurre una PPF inicial.

La coexistencia de mecanismos facilitadores y depresores en contactos GABAérgicos uni-
tarios ha sido evidenciada por otros autores (ver por ejemplo Pedroarena and Schwarz, 2003);
ello esté en linea con la proposicion de que, en las condiciones experimentales ensayadas, la es-
timulacién del LDT/PPT activa una poblacién Unica de aferentes GABAérgicas (i.e., a una po-
blacién homogénea en cuanto a sus caracteristicas estructurales y origen, ver seccion anterior), la
gue puede presentar sin embargo diferentes estados funcionales y, consecuentemente, expresar
diversos perfiles de STP. Particularmente, en el curso de la activacion a 15 Hz, la coexistencia de
mecanismos facilitadores y depresores podria resultar en la STF inicial subseguida de una fase en
la que predomina la STD, determinando asi un perfil bifasico de la STP (Barroso-Flores et al.,
2015; Catterall et al., 2013; Dittman et al., 2000; Hennig, 2013; Pedroarena and Schwarz, 2003).
El perfil STB puede interpretarse, alternativamente, como aquel en el que la eficacia sinaptica

promedio de la poblacion de aferentes reclutada no exhibe STF o STD de modo predominante
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(i.e., el estimulo recluta un nimero comparable de aferentes de ambos grupos), de lo que resulta

una combinacion de ambos comportamientos.

5.3. MODULACION COLINERGICA DE LA EFICACIA SINAPTICA EN
CONDICIONES DE ACTIVACION REPETITIVA DE LAS AFERENTES
GABAérgicas

Los efectos depresor (muscarinico) y facilitador (nicotinico) sobre la eficacia sinéptica de
las entradas GABAérgica al PnO, evidenciados respectivamente como una reduccién o un incre-
mento reversibles de la magnitud de la primera respuesta postsinaptica al tren de estimulacion
(R1) (Fig. 12), concuerdan con los resultados previamente reportados por nuestro grupo (Kuni-
zawa H, 2016). Los efectos colinérgicos estuvieron asimismo asociados al incremento (muscari-
nico) o a la reduccion (nicotinico) estadisticamente significativa del PPRgs 7 (Fig. 13); estos cons-
tituyen datos indicativos del origen presinaptico (depresor o facilitador) del efecto modulador
(ver ademéas Material Suplementario, Fig. S2). Muscarina provoca, de acuerdo con esta interpre-
tacion, una reduccion de p,-g), mientras que nicotina tiene el efecto opuesto sobre este para-
metro (Bekkers and Stevens, 1990; Dobrunz and Stevens, 1997; Hess et al., 1987; Schulz et al.,
1994; Zucker, 1989, 1973).

Muscarina produjo un incremento del STPR en 6 de los 7 experimentos realizados (Fig.
14), poniendo de manifiesto asi un efecto promotor de la facilitacién por frecuencia en las afe-
rencias GABAérgicas activadas a 15 Hz. Este efecto parece asimismo no depender del perfil de
plasticidad que exhiben las aferentes antes de la exposicion al agonista (Fig. 15). Los efectos
muscarinicos podrian depender de la activacion de los receptores presinapticos de tipo M2 o M4
(metabotropicos), cuya consecuencia es la inhibicion (mediada por proteina G;) de los canales de
Ca?" (“N” 0 “P/Q”), con la consiguiente reduccion de Pr(t=0) (Brown, 2010; Threlfell et al., 2010;
Zhang and Warren, 2002).

La activacion de los receptores presinapticos nicotinicos para ACh (resultante de la aplica-
cion local de 20 uM de nicotina), tuvo como consecuencia una reduccion significativa del PPRes 7
asi como del STPR en todos los experimentos realizados (Figs. 13 y 14). Asi, la activacién de los
NAChRs modula el STPr de las aferentes GABAérgicas favoreciendo o promoviendo la STD
durante la activacion presinaptica a 15 Hz (Figs. 14 y 15). Esta modulacién parece ademas ser
independiente del perfil de plasticidad inicial del contacto (Fig. 15). La expresion de nAChRs
presinapticos en terminales GABAérgicas ha sido reportada por otros autores (ver por ejemplo
Hernandez-Vazquez et al., 2014). Los efectos nicotinicos facilitadores presinépticos podrian de-
pender de NAChRs conteniendo las subunidades a.7 0 a4B7 cuya activacion tiene como conse-

cuencia (por mecanismos directos o indirectos [mediados por despolarizacion presinaptica],
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respectivamente) un incremento de la concentracion citosélica de Ca?* y consecuentemente de
Pr(t=0) (Albuguerque et al., 2009; Alkondon and Albuguerque, 1993; Dani and Bertrand, 2007;
Mansvelder et al., 2009; Marchi and Grilli, 2010; Picciotto et al., 2012; Wonnacott, 1997; Zhang
and Warren, 2002). Los mecanismos subcelulares de la accidn de los nAChRs presinapticos no
se conocen completamente, proponiéndose (entre otros) la participacién de procesos dependientes
de la liberacion de Ca?* inducida por Ca?* (CICR) desde el reticulo endoplasmatico (Hernandez-
Vazquez et al., 2014). El incremento de la concentracion de Ca** citosolico resultante de la acti-
vacion nAChRs podria provocar tanto un incremento de la fraccion de vesiculas del RRP como
la modulacién de algunos de los componentes proteicos de la maquinaria de liberacion de neu-
rotransmisor, facilitando en Gltima instancia el proceso de exocitosis (Barclay et al., 2005; Shen
and Yakel, 2009; Turner, 2004).

5.4, MODULACION DUAL MUSCARINICO-NICOTINICA

En la seccién de Antecedentes Especificos se presentd la hipdtesis de modulacion colinér-
gica dual mediada por nAChRs y mAChRs co-localizados en las terminales GABAérgicas, pro-
puesta anteriormente por nuestro grupo. La colocalizacion de ambos nAChRs y mAChRs a nivel
presinaptico ha sido puesta de manifiesto recientemente por otros autores en terminales GABAér-
gicas del estriado (Grilli et al., 2009); estos autores mostraron asimismo que en sinaptosomas
dopaminérgicos del ndcleo accumbens, el sub-tipo a42 de receptor nicotinico para ACh ejerce
un rol permisivo sobre la modulacién colinérgica de la liberacion de DA mediada por receptores
muscarinicos M5, con los que se hallan co-localizados en estas terminales (Grilli et al., 2008).

De acuerdo con la hipo6tesis de co-localizacion presinaptica de los receptores muscarinicos
y nicotinicos, los colinomiméticos con actividad agonista muscarinico-nicotinica como la ACh o
el CCh serian entonces capaces de modular la eficacia de un contacto a través de: (i) la activacion
exclusiva (o predominante) de mAChRs, resultante en una disminucidn de la eficacia del contacto
acompafada del incremento del PPR y del STPR (i.e., una accion promotora de STF); (ii) la
activacion exclusiva (o predominante) de NAChRs, resultante en cambio en un incremento de la
eficacia acompafiado de la reduccion del PPR y del STPR (i.e., una accién promotora de STD);
(iii) una combinacion de los efectos muscarinico y nicotinico (coactivacion).

Cabe destacar, finalmente, que la modulacién colinérgica dependiente de la activacion de
receptores muscarinicos y nicotinicos podria tener lugar (en concordancia con lo sefialado prece-
dentemente) por mecanismos intracelulares independientes y no ocluyentes. La coactivacion de
MAChRs y nAChRs podria dar cuenta de los resultados obtenidos previamente por nuestro grupo

tras la aplicacion de ACh o CCh en el PnO (ver Antecedentes Especificos), en los que tuvo lugar
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una inhibicion presinaptica o DSPc (efecto prevalente muscarinico) asociado a una reduccion del
PPR (efecto caracteristicamente nicotinico) o bien, una facilitacion presinaptica (efecto preva-
lente nicotinico) asociado en cambio a un incremento del PPR (efecto caracteristicamente mus-
carinico). La combinacion de efectos muscarinicos y nicotinicos podria configurar asi un ejemplo
de convergencia de multiples mecanismos de modulacién mediados por diferentes clases de re-
ceptores co-localizados en la terminal presinéptica, en concordancia con lo propuesto por otros

grupos (ver para revision Marchi and Grilli, 2010).

5.5. LA MODULACION COLINERGICA DE LA EFICACIA SINAPTICA
GABAérgica COMO ESTRATEGIA NEURAL CAPAZ DE CONTROLAR
LA OPERATIVA DEL CIRCUITO MESOPONTINO IMPLICADO EN LA
GENERACION DEL S-REM.

Las consecuencias funcionales sobre la eficacia de los contactos GABAérgicos resultantes
de la eventual coactivacion de los receptores muscarinicos y nicotinicos no resultan a priori evi-
dentes. En la seccién 4.3. se aporta sin embargo un elemento que podria contribuir a la compren-
sion de un disefio circuital como el propuesto por la hipdtesis de control dual. Tanto muscarina
como nicotina provocaron reducciones significativas de la Qinn (ver Fig. 16); ambos agonistas
producen asi una reduccién en la magnitud de la inhibicidn postsinaptica de los contactos GA-
BAGérgicos en estudio. Los resultados referidos sugieren entonces que, pese a que los efectos me-
diados por ambos receptores presinapticos son opuestos sobre el PPRss7 y el STPR del contacto,
la coactivacion de estos receptores podria reducir de modo concertado la eficacia del contacto.

Si bien el STP» resultante de la eventual coactivacion de nAChRs y mAChRs en el curso de
la descarga presinaptica repetitiva a 15 Hz no puede inferirse directamente a partir de los resul-
tados consignados en este trabajo, en la Fig. 17 se presenta esquematicamente la hipétesis de que
la combinacidn de los efectos moduladores dependiente de la co-activacion podria resultar en una
reduccion de la eficacia tanto en condiciones iniciales (i.e., reduccion de R; por un efecto modu-
lador muscarinico), como en condiciones estacionarias, consecuentes con la reduccion del PPR
y del STPR (i.e., induccién nicotinica de un perfil predominantemente de tipo STD). La combi-
nacion de efectos moduladores resultaria finalmente en una reduccion o supresion de caracter
tonico de la eficacia sinaptica GABAérgica. La ocurrencia de PPD (y STD) por efecto modulador
nicotinico en presencia de una reducida eficacia inicial del contacto (efecto muscarinico) contra-
viene sin embargo los modelos clésicos de STD referidos en secciones anteriores, en virtud de los
cuales dicho fenémeno resulta fundamentalmente de la deplecion del RRP, requiriendo por tanto

una elevada p,¢=¢). Sin embargo, la ocurrencia de PPD y STD por mecanismos independientes

de la liberacion (“release-independent depression”) y que implican eventualmente mecanismos
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de inactivacion (dependientes de la [Ca?*];) de corrientes presinapticas de Ca?* mediadas por ca-
nales de tipo Ny P/Q (conteniendo las subunidades aig-a, Pib, 0206 [McNaughton et al., 1998]) ha
sido evidenciada por otros autores tanto en neuronas glutamatérgicas como GABAGérgicas
(Thomson, 2003, 2000; Thomson et al., 1996; Thomson and Bannister, 1999).

INHIBICION PRESINAPTI CA:
rmChRs S'I'F+l Qinh

Y

CONTROL mAChRs +nAChRs

f LTV NHIBICION PRESINAPTICA
+PPD+STD

+ACh —

§ ij

FACILITACION PRESINAPTI CA:

NAChRs  stp+1 gy,

Fig. 17. Efectos sinérgicos de los receptores presinapticos para acetilcolina. La activacion de los
mAChRs promueve la STF del contacto por un mecanismo dependiente de la inhibicion presinaptica, aso-
ciada sin embargo a una reduccidn de la carga inhibidora transferida por un tren de IPSCs. La activacién
de los NAChRs promueve en cambio STD, resultante de una facilitacion presinaptica, asociando igual-
mente una reduccion de la Q5. El efecto resultante de la coactivacion (mMAChRs + nAChRs) promueve
sinérgicamente una reduccion de la eficacia del contacto, resultante de una inhibicién presinaptica asociada
a la reduccion del PPR y del STPR.

Anteriormente se hizo referencia a trabajos en los que se pone de manifiesto que la aplica-
cion de antagonistas para el receptor GABAA en el PnO promueve la irrupcion de episodios de S-
REM, mientras que la aplicacién de muscimol promueve un estado indistinguible de la vigilia (Xi
et al., 2001, 1999). La proposicién de la existencia de un tono GABAérgico sobre poblaciones
neurales del PnO sustentada en estos resultados (y cuya supresion es necesaria para la generacion
los componentes cardinales de dicho estado de acuerdo con la hipoétesis del “gating GABAér-
gico”, Xietal., 2004), parece contradecir, no obstante, la suposicion de que neuronas GABAér-
gicas del LDT/PPT que presentan frecuencias maximas de descarga durante este estado (“PS-max
active”, ~16,85 + 2,27 Hz) (Boucetta et al., 2014; Boucetta and Jones, 2009) proyecten directa-

mente sobre las poblaciones neuronales REM-on del PnO.
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La hipdtesis presentada en la Fig. 17, no obstante, podria dar cuenta de la existencia de un
disefio circuital en el que proyecciones GABAérgicas del LDT/PPT al PnO (cuyas terminales
presinépticas coexpresen nAChRs y mAChRs) presenten asimismo frecuencias maximas de des-
carga (~15 Hz) durante el S-REM. Laremocion del tono GABAérgico durante el S-REM (gating)
tendria lugar como consecuencia de la supresién colinérgica de la eficacia sinaptica, resultante
de la coactivacion de los receptores para ACh en las terminales GABAérgicas pertenecientes a
tales proyecciones.

Esta hipétesis concuerda asimismo con los resultados que sustentan que durante el S-REM
tiene lugar en la rPRF un incremento significativo de los niveles de ACh, concomitantemente con
una reduccion (igualmente significativa) de los niveles de GABA en dicha regién (Leonard and
Lydic, 1997; Vanini et al., 2011). Ademas de la inervacion colinérgica procedente del LDT/PPT,
otros autores han evidenciado la presencia de varicosidades conteniendo VAChT en el PnO
(Liang and Marks, 2014). Estas terminales podrian representar el sustrato estructural para la mo-
dulacion colinérgica in vivo de las poblaciones neuronales “REM-on” del PnO, dependiente de la
transmisién de volumen de ACh; esta modalidad no sindptica de transmisién colinérgica ha sido
evidenciada por técnicas tanto morfoldgicas como neuroquimicas en varias regiones del SNC (ver
por ejemplo Bennett et al., 2012; Lendvai and Vizi, 2008; Yamasaki et al., 2010).

Neuronas colinérgicas, glutamatérgicas y GABAérgicas “PS-max active” del LDT/PPT
proyectan a la PRF y a otras regiones del SNC, que incluyen (entre otras) al talamo y al hipota-
lamo, formando parte del sistema reticular activador ascendente (SRAA) (Jones, 2017). Semba
et. al. (1990) demostraron gue aproximadamente entre un 5-21% de las neuronas colinérgicas del
tegmento mesopontino proyectan de modo divergente sobre la PRF y el tAlamo (Semba et al.,
1990). La existencia de un control colinérgico local en la PRF del tipo propuesto en los parrafos
precedentes, posibilitaria que neuronas GABAérgicas “PS-max active” del LDT/PPT, y que pro-
yectaran de modo igualmente divergente sobre el PnO y otras regiones (ver por ejemplo Jinno et
al., 2007; Melzer et al., 2012), tuvieran efectos postsinapticos diferenciales en sus neuronas
blanco durante el S-REM (e.g., inhibiendo a neuronas taldmicas pero no a las del PnO).

La co-expresion de nAChRs y mAChRs no excluye, sin embargo, la posibilidad de que
tenga lugar la modulacion colinérgica de las terminales GABAérgicas por activacion predomi-
nante de uno u otro, lo que por su parte podria depender del estado funcional del contacto. Asi,
el efecto de la modulacion predominantemente muscarinica resultaria en STF durante la activa-
cién ténica del terminal GABAérgico, mientras que la modulacion predominantemente nicotinica
resultaria en una facilitacion fasica del contacto subseguida de la depresion por frecuencia (STD)
en tales condiciones. La actividad reciente del contacto, asi como la exposicién previa a modula-
dores de otra clase (vinculados por ejemplo a estados comportamentales definidos), podria con-
dicionar el resultado neto (muscarinico o nicotinico) de la modulacién colinérgica. Fenémenos

de este tipo podrian asimismo contribuir a la comprension de los resultados mencionados en la
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seccion 1.1.3., que sefialan la dependencia entre los efectos de la inyeccion de colinomiméticos
en el PnOy la fase del ciclo suefio-vigilia en la que la misma es realizada (Lopez-Rodriguez et
al., 1994), asi como la irrupcion de un estado similar a la vigilia (con incremento de la actividad
muscular), resultante de la inyeccion de agonistas colinérgicos en dicha regién (Boissard et al.,
2002).

Los resultados obtenidos en este trabajo ponen de manifiesto caracteristicas funcionales
(consistentes en la expresion de STP) de una poblacion de contactos GABAérgicos que integran
presumiblemente la red mesopontina conformada por el LDT/PPT y el PnO, asi como su modu-
lacion colinérgica. En virtud de estas propiedades los contactos GABAérgicos analizados podrian
resultar decisivos para el control operativo de dicha red y, consiguientemente, para la generacién
y control de los componentes fundamentales del S-REM. Aun cuando evidencias adicionales
tanto morfoldgicas como funcionales sean requeridas (e.g., confirmar la existencia de proyeccio-
nes GABAZérgicas al PnO pertenecientes a las poblaciones “PS-max active” del LDT/PPT o bien,
la determinacion de los efectos moduladores colinérgicos resultantes de la aplicacion en el PnO
de agonistas no selectivos para nfmAChRs como ACh o CCh), nuestros datos sustentan la exis-
tencia de un mecanismo modulador especifico y dual, capaz de incrementar la capacidad opera-
tiva de la red neural considerada, tanto por efectos prevalentemente muscarinicos, prevalente-
mente nicotinicos, asi como por una combinacion de tales efectos. In vivo, el resultado neto de la
accion moduladora colinérgica sobre la eficacia de estos contactos podria resultar en un fenémeno
dependiente del estado comportamental, contribuyendo eventualmente a la ocurrencia de feno-
menos de reconfiguracién circuital de esta red (Getting, 1989; Harris-Warrick and Marder, 1991;
Hooper, 2004). El presente trabajo constituye finalmente una primera etapa en el analisis de la
interaccion entre los sistemas colinérgico-GABAérgico en la rPRF incorporando especificamente
la modulacion de la eficacia sindptica como elemento critico en el control de la operativa circui-
tal, y analizando por primera vez la ocurrencia de fendmenos de modulacion colinérgica depen-

dientes de actividad en entradas GABAérgicas a la rPRF.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

1. La activacion presinaptica repetitiva a 15 Hz de aferentes GABAérgicas que establecen con-
tactos monosinapticos con neuronas del PnO, provoca respuestas postsinapticas compuestas cuya
eficacia exhibe modificaciones compatibles con la expresion de fenémenos pléasticos de corto
plazo (STP).

2. La STP de las entradas GABAérgicas puede ser descrita a través de los indices PPRgs7 y
STPR, demostrandose la existencia de contactos que exhiben formas particulares de facilitacion
y depresion sinaptica de corto plazo, consistentes en la facilitacion y la depresidn por frecuencia,
respectivamente. La eficacia sinaptica tiende en todos los casos a alcanzar un estado estacionario
en el curso de la estimulacion mediante trenes de 5 pulsos.

3. Laexpresion de un determinado perfil de plasticidad en los contactos GABAérgicos analizados
(STF o STD) se correlaciona con el estado funcional presinaptico del contacto, en concordancia
con los modelos generalmente aceptados de STP. Los cambios asociados en el valor de 1/CV? de
las sucesivas respuestas indican que tanto la STF como la STD poseen un origen presinaptico.

4. El perfil de plasticidad caracterizado por los indices PPRss7 Y STPR es modulado de modo
especifico por los agonistas colinérgicos para los receptores muscarinicos y nicotinicos. La mo-
dulacion muscarinica promueve la facilitacion por frecuencia de la eficacia de estos contactos,
incrementando el valor de ambos indices durante su efecto maximo; la modulacion nicotinica
promueve la depresién por frecuencia del contacto, reduciendo correspondientemente los valo-
res de dichos indices.

5. Los efectos moduladores muscarinico y nicotinico resultan presumiblemente de mecanismos
presinépticos, asociando a la depresion o facilitacion sinaptica reversible de la primera respuesta
(R1), un incremento o una reduccion, respectivamente, del PPRge 7.

6. Ambos agonistas promueven una reduccion de la carga inhibidora (Qinn) de la entrada sinap-
tica.

7. El andlisis de la eficacia sindptica de los contactos GABAérgicos empleando patrones fisiol6-
gicos de actividad presinaptica permite evidenciar no solo la ocurrencia de fenémenos pléasticos
intrinsecos de los contactos (STP), sino que ademas revela aspectos de eventual relevancia fun-
cional para el circuito neural mesopontino y que podrian eventualmente dar cuenta de la supresion
del tono GABAérgico (“gating”) durante el S-REM, inadvertidos bajo otras condiciones de estu-
dio.

A los efectos de avanzar en la consolidacion de los aportes realizados por el presente tra-
bajo, nos proponemos en una siguiente etapa contrastar la hipétesis propuesta en la seccién 5.5.
(Fig 17). Se ensayara para ello la aplicacion de los agonistas no selectivos ACh (1 mM) y CCh (1
mM) en condiciones de activacion presinaptica repetitiva a 15 Hz de las aferentes GABAérgicas,
determinando asi la ocurrencia de efectos compatibles con la coactivacion muscarinico-nicotinica
y de un efecto supresor de caracter tonico sobre la eficacia de estos contactos. Asimismo, en dicha
etapa se profundizara en el andlisis farmacoldgico de la modulacién colinérgica, indagando los

subtipos de NAChRs y mAChRs implicados. Especificamente podran ser ensayados en esta etapa:
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(i) para receptores muscarinicos M2 metoctramina (2 pM) (Baghdoyan, 1997); (ii) para recep-
tores muscarinicos M1 pirenzepina (1 uM); (iii) para receptores nicotinicos tipo 1A (a7) MLA
(methyllylcaconitine, 10 nM); (iv) para receptores nicotinicos no- a7 (nAChRs tipo I11), mecami-
lamina (MMA, 10 uM, selectividad B2, p4>a7) (Zhang and Warren, 2002).

Complementariamente al abordaje ensayado en este trabajo, nos proponemos avanzar en la
implementacion de técnicas de estimulacién tales como la de estimulacién minima (i.e., estimu-
lacion de una Unica aferente) (Allen and Stevens, 1994; Raastad, 1995; Raastad et al., 1992), con
el objetivo de reducir el nimero de indeterminaciones discutidas en la seccién 5.1., inherentes al
caracter compuesto de los IPSCs estudiados. En el Laboratorio hemos avanzado en la implemen-
tacion de esta técnica (ver Fig. 18), obteniendo resultados preliminares consistentes con el reclu-
tamiento de una aferente Unica. La implementacion de estos abordajes permitira, por un lado,
profundizar en la descripcion y analisis del fendmeno pléastico de corto plazo, al tiempo que per-
mitird avanzar en el anlisis de la modulacion colinérgica de la STP, especificamente en la obten-
cion de datos indicativos de la coactivacion de los receptores presinpticos para ACh.

A los efectos de incrementar la rigurosidad del analisis presentado en este trabajo, nos pro-
ponemos adicionalmente:

(i). Determinar si en las condiciones de estimulacion del LDT/PPT ensayadas tiene lugar
la activacion concomitante de aferentes colinérgicas originadas en el LDT/PPT y, consecuente-
mente, la ocurrencia de efectos moduladores colinérgicos de las aferentes GABAérgicas, de ori-
gen enddgeno. Cabe recordar los resultados mencionados en la seccidon de Antecedentes Especi-
ficos, indicativos de que la activacion de estas aferentes requiere la aplicacion de trenes de esti-
mulacién prolongados (500 ms) y de alta frecuencia (30 Hz). A los efectos de confirmar que la
estimulacién a 15 Hz no desencadena modulacion colinérgica por activacién de tales aferentes,
se procedera a la evaluacion de la eficacia sinaptica en experimentos de control en los que se
perfundira la preparacion con antagonistas para mAChRs (atropina) y nAChRs (MLA+MMA, ver
mas adelante), evaluando los efectos sobre los parametros de funcion sinaptica ya analizados.

(ii). Realizar el marcaje retrégrado de las aferentes GABAérgicas (aplicacion iontoforética
de neurobiotina 2% en CH3;CO2K 4 M en el PnO combinada con inmunohistoquimica para GABA
0 GAD [descarboxilasa del &cido glutamico]). Ello permitiria la confirmacion morfolégica de
proyecciones GABAérgicas del LDT/PPT al PnO, pieza de informacion relevante para la inter-

pretacion de resultados realizada en la seccién 5.2.3.
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Fig. 18. Estimulacién minima de aferentes GABAérgicas: resultados preliminares. (A). Arriba: IPSCs
espontaneos registrados en condiciones control (trazados superiores) y luego de la aplicacion de TTX 2 uM
(por perfusién). Abajo: Histograma de amplitudes de los IPSCs (minis). (B). Arriba: IPSCs GABAérgicos
(trazados en gris) aislados farmacoldgicamente (perfusion con KYN 5 mM) obtenidas en neuronas del PnO
(WCP, VC, potencial de mantenimiento de -70 mV, medio intracelular basado en KCI 140 mM) tras la
aplicacion de pulsos pareados (150 ms de intervalo interestimulo) sobre aferentes GABAérgicas mediante
un microelectrodo fabricado con vidrio septado (didmetro de la punta ~ 5-10 mm) y colocado a una distancia
de ~150 um de la neurona registrada bajo control visual. R1 (izquierda) y R2 (derecha) corresponden a los
IPSCs provocados por el primer y segundo estimulo del par respectivamente. Los trazados se presentan
alineados por los artefactos de estimulacion (). Los trazados gruesos sefialados con (o) en R1 y R2 corres-
ponden al promedio (n = 150) de aquellos en los que la respuesta fue ~ 0 pA (fallos), mientras que los
trazados gruesos sefialados con (e) corresponen al promedio (n = 150) de aquellos en los que las respuestas
se ubicaron entre ~ 15-20 pA (éxitos). El caracter todo o nada de la respuesta es indicativo de las condi-
ciones de estimulacién minima. Abajo: A la izquierda, histograma de amplitudes para R1, mostrando un
caracter bimodal. Los gréaficos de barras de la derecha muestran el nimero de fallos (o) y éxitos (m) conta-
bilizados para R1 y R2. Obsérvense las diferencias entre ambas respuestas, indicativas de un fenémeno de
PPF.
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7. MATERIAL SUPLEMENTARIO

20 1

151

101

Frecuencia Absoluta

50 pA 0= :
> ms 44 46 48 50 52 54 56 58 6.0

Latencias (ms)

Fig. S1. Variabilidad de las latencias del primer IPSC. A la izquierda se muestran sectores superpuestos
de n =59 trazados (alineados por el artefacto de estimulacidn, *) en los que se observa los IPSCs provoca-
dos (excluyéndose los fallos) en respuesta al primer pulso de trenes de estimulacién aplicados consecutiva-
mente (intervalos de ~10 s entre trenes sucesivos). Los trazados en negro indicados por “a” y “b” muestran
los correspondientes a aquellos que presentaron los valores méximo y minimo de latencia, respectivamente
(la diferencia se indica en la parte superior). El trazado indicado por “c” corresponde al promedio de las
respuestas (i.e., representa la potencia sinaptica). A la derecha se muestra un histograma de los valores de
las latencias para la misma neurona; se ha realizado el ajuste de una Gaussiana (r’>= 0.686), que permite
observar el cardcter unimodal de la distribucion de los valores de las latencias. El valor medio de la latencia
es de 4.916 ms. El desvio estandar (SD) es de 243 pus, correspondiente a un 4.94 % del valor medio. El
SD es empleado por otros autores (ver por ej. Doyle and Andresen, 2001; McDougall et al., 2008) como
medida de la variabilidad de la latencia (“jitter”).
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Fig. S2. Aplicacion del método del CV para la determinacion del origen pre o postsinaptico de los
efectos moduladores. Izquierda: Gréaficos de barras para los valores medios (+tSEM) de 1/CVZ de Ri en
condiciones control (Ctrl.) y durante el efecto maximo de muscarina (Musc., 10 uM). Wilcoxon Signed
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Rank Test, N=6. La reduccion de 1/CV? sugiere un origen presinaptico. Derecha: mismos graficos que los
mostrados a la izquierda, pero mostrando el efecto de la aplicacién yuxtacelular de nicotina (20 uM). Wil-
coxon Signed Rank Test, N=6.

68



Autor(es), afio

Preparacién Agonista, dosis y método de aplicacion

Nicotina; 0,25-25 uM; aplicacion yuxtacelular

Receptores presumiblemente impli-
cados

a7 NAChRs

Aramakis and Metherate, 1998
Castillo et al., 1999

Guo et al., 1998

Hernandez-Vazquez et al., 2014
Jo and Role, 2002
Kawaguchi, 1997
Li et al., 2004

McGehee et al., 1995

Rover et al., 2002

Williams and Johnston, 1990

Corteza Auditiva. Rodajas 300 um
(P8-P24%3),

Bulbo olfatorio. Rodajas 350 um
(ratén, 2-5 semanas)
Rodajas 350-400 um conteniendo al
nucleo geniculado lateral (NGL)
(embriones de pollo, 18-20 dias)
Rodajas 350 um conteniendo al rafe
dorsal (DR) (P18-P21)

por presion, 10-200 mseg, 20 psi (20-1500 pl)
Nicotina; 30 uM; perfusion

Nicotina; 100 uM; perfusion

Nicotina; 1 uM; perfusion

Nicotina; 500 nM; perfusion

Hipotalamo.
Cultivo Muscarina; 10 pM; perfusion
Corteza Frontal. Rodajas 200 pm Muscarina; 3 pM; perfusion
(P18-P22).

Rodajas 250-300 um conteniendo al Muscarina; 10 uM; perfusion

coliculo superior (SC) (P13-P18)
Co-cultivo Habénula medial
(MHN)-Nucleo interpeduncular
(IPN)

Nucleo Accumbens. Rodajas 170
um (P21-P23)
Hipocampo.

Rodajas 450 um

(adultos, 100-200 g)

Nicotina; 10 nM-300%° uM; perfusién

Nicotina; 2 uM; perfusion

Muscarina; 1-10 uM; perfusion

presinapticos
nAChRs, postsinapticos

a7, 8 nAChRs
presinapticos

a7 nAChRs
presinapticos
No a7 nAChRs
Presinapticos
mMAChRSs postsinapticos

M1, M3 presinapticos*

a7 nAChRs
presinapticos

No a7 nAChRs
Postsinapticos
mAChRSs postsinapticos

Tabla S1. Dosis de los agonistas colinérgicos nicotina y muscarina aplicados por diversos grupos en estudios in vitro.

13 Dias de vida postnatal.

14 Eventualmente M2,
15 Las dosis del rango comprendido entre 150 y 300 xM son empleadas para provocar desensibilizacién de los receptores nicotinicos en estos experimentos.
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